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第 1節 緒言 
RNAはヌクレオチドの重合体である核酸であり、生命活動を行うのに必要な生体構成分子で
ある。RNAは、mRNA、tRNA と rRNAの大きく 3つに分類される。mRNAはタンパク質合成装
置であるリボソームに DNAの遺伝子情報を伝え、tRNAはタンパク質合成の際に特定アミノ酸残
基をリボソーム内まで運搬し、rRNAはタンパク質合成を担うリボソームを構成するといった役割






















質補充療法 9や癌・感染症に対するワクチン療法 10としての mRNA医薬 11の開発も急速に進ん
でいる。アンチセンス核酸や siRNAで必要とされる鎖長は 20数塩基長であるのに対して、
sgRNAや mRNAは 100 ~ 数千塩基長の長鎖 RNAが使用されている。 
RNA製造方法としては、固相化学合成法 12が主流ではあるが、製造可能な鎖長としては 100
塩基長程度までであり、100塩基長を超えるような長鎖の RNA製造は困難である。長鎖 RNA製





















































E. coliや C. glutamicumが有しているとされる各種 RNaseをまとめたものを表 1-1に示す。C. 
glutamicumの RNA分解機構に関しては未解明な部分が多い。C. glutamicumが属するグラム陽
性菌である Bacillus subtilis、Listeria monocytogenesや Enterococcus faecalisでは、遺伝子転写
産物であるセンス RNA とは逆向きのアンチセンス RNA も同時に転写され対合することで、
RNase IIIによる分解を引き起こすことにより、タンパク質の生産レベルをグローバルに制御してい
ることが報告されている 22, 23。すなわち、C. glutamicumにおいて RNase IIIを欠損することは、主
要な RNA分解系の 1つを抑制することになり、dsRNAのみならず、一部二本鎖構造を形成する





表 1-1 E. coli、C. glutamicumが有しているとされる各種 RNA分解酵素 
 
  
RNase E/G RNase J RNase Ⅲ Ybe Y RNase P RNase Z RNase H
E. coli rne, rng ― rnc ybeY rnpAB rbn rnhA,rnhB
C. glutamicum NCgl2281 NCgl1895 NCgl1994 NCgl2207 NCgl2992 NCgl2422 NCgl0320, NCgl1957
PNPaseRNase R, RNase ⅡRNase PH RNase D Orn NrnA
E. coli pnp rnr, rnb rph rnd orn ―









人工の 21-23塩基対の二本鎖 RNAで RNA干渉経路に取り込まれることで標的遺伝子発現を
低減する”siRNA”といった RNA干渉の作用機序に基づく核酸医薬品の開発が進められている
26。2019年 6月時点で、アンチセンス核酸、アプタマーや siRNAに分類される 9品目もの核酸医
薬品が上市されており、臨床試験を実施中の品目数を考慮すると、低分子医薬、抗体医薬に次ぐ
医薬としての発展が期待されている (表 1-2) 。 
 
表 1-2 上市された核酸医薬品 (2019年 12月時点) 
商品名 (会社名) 分類 標的 
Vitravene (Novartis) アンチセンス CMV IE2 mRNA 
Macugen (Valeant Pharmaceuticals) アプタマー VEGF165 タンパク質 
Kynamro (Kastle Therapeutics) アンチセンス ApoB-100 mRNA 
Exondys 51 (Sarepta Therapeutics) アンチセンス Dystrophin pre-miRNA 
Spinraza (Biogen) アンチセンス SMN2 pre-miRNA 
HEPLISAV-B (Dynavax Technologies) CpGオリゴ TLR9 タンパク質 
Tegsedi (Akcea Therapeutics) アンチセンス TTR mRNA 
Onpattro (Alnylam Pharmaceuticals) siRNA TTR mRNA 
















「RNA干渉」を利用した RNA農業資材に注目が集まりつつある 28, 29。RNA干渉とは、dsRNA と
相補的な塩基配列を持つ mRNAが分解されるという真核生物で起こる反応機構であり、この機
構を利用して、dsRNAを導入することにより、人為的に任意の遺伝子発現を抑制することが出来






vacuolar ATPase (v-ATPase) 32やアクチン 33といった生育に重要な役割を果たす遺伝子を標的と
した dsRNAを投与することで効果的な生育阻害効果をもたらすことが報告されている。新美ら




という研究を行った 34。昆虫で広く保存されている Diap1 タンパク質は E3ユビキチンリガーゼ活
性を有しており、ユビキチン化を介してカスパーゼタンパク質を分解することでアポトーシスを強く
抑制する。そして、diap1遺伝子をノックダウンすることはアポトーシスを誘導し致死につながるた







図 1-2 RNA干渉による害虫生育抑制機構 
(A) RNA干渉機構の説明図 (B) RNA干渉による害虫の遺伝子発現抑制機構。生育阻害害虫
















図 1-3 diap1-dsRNA摂取による害虫生育抑制 








RNA製造法としては、化学合成法および酵素法の 2種類に分類される (表 1-3) 。化学合成
法の中でも、ホスホロアミダイト法 12と呼ばれる固相合成法を用いるのが主流であり、固相担体










収率は 90%となり、目的鎖長のオリゴ核酸から１塩基または 2塩基が除去された不完全長の N-
1、N-2オリゴ核酸を多く含むこととなり、逆相カラムによる精製を行ったとしても不完全長オリゴ核
酸の除去は困難であるとされる。 
 長鎖の RNA製造にあたっては、通常 in vitro転写による酵素法を用いる 13。T7 RNAポリメ
ラーゼを使用し、目的 RNAの配列のすぐ上流に T7プロモーター配列を配置した鋳型 DNAを調












表 1-3 各種 RNA製造法 
 
 
図 1-4 RNAの固相合成工程 






































2.5.1 微生物を用いた組換え RNA生産 
菌体構成成分である RNAは、rRNA と tRNAが大部分を占めており、E. coliにおいては
rRNA 80%、tRNA 15%、mRNA 5%であるとされる 38。このことは rRNAや tRNA を転写するプロ
モーター強度が高いこと、転写ユニット数が複数個あることに加えて、それらの菌体内での構造安
定性が寄与していることが大きいと言える。そのため、E. coliを宿主とした組換え RNA生産とし
て、次のような dsRNAや tRNA骨格 RNAの製造例が報告されてきた (図 1-5) 。Timmons ら
は、dsRNA分解酵素である rnc遺伝子を欠損したλファージ DE3溶原化大腸菌株 HT115(DE3) 
を宿主として、T7 RNAポリメラーゼによる誘導発現系で菌体内に目的 dsRNAを生産する形質
転換株を作製し、線虫 Caenorhabditis elegansに給餌することで標的遺伝子のノックダウン実験を
行った 39 (図 1-5A) 。Ponchon らは、菌体内で tRNAは熱変性やヌクレアーゼに対して耐性を有
することに着目し、望みの RNA配列に tRNA骨格を付与することで分解を回避し、蓄積させるこ
とを達成した 36 (図 1-5B) 。その他の、RNaseによる分解を回避する工夫が為された組換え RNA
発現事例として、Pseudomonas syringaeを用いた dsRNA生産系では、バクテリオファージ ϕ6が
宿主菌体内でキャピシドタンパク質を発現しカゴ状構造を形成することで、その内部で安定的に
dsRNA合成が行われた 40。また、海洋性光合成細菌 Rhodovulum sulfidophilum が能動的に菌
体内 RNA を細胞外に漏出する能力および培養液中の RNase活性が低いことに着目し、目的
RNAアプタマーを菌体外生産した例も報告されている 41, 42。このように組換え RNA発現例は菌
体内で安定的に存在可能な RNAの種類に限定されており、かつその生産量は数十 mg/L程度




図 1-5 E. coliでの組換え RNA生産系 




表 1-4 微生物を用いた組換え RNA生産例 
 































の生産菌宿主として、E. coliよりも Lys分解活性が低く Lys生合成制御機構が単純な C. 
glutamicumが選定されており 47、発酵法において宿主の選定は重要である。E. coliでは RNA分
解酵素複合体デグラドソームが細胞膜近傍で形成され RNAを分解する機構を有するが 48、C. 
glutamicumではデグラドソームは見つかっていない。そのため、C. glutamicum は RNA分解活
性が低いことが予想され、RNA生産菌の宿主として有望と考えられる。C. glutamicum の RNA
転写終結機構は、ρ因子非依存性転写終結とρ因子依存性転写終結に分類される。ρ因子の
発現量や発現タイミングの影響を受けないρ因子非依存性のターミネーター配列は、RNAポリメ
ラーゼによる転写後に G と Cに富んだヘアピン構造を形成しそれに続き Tが並ぶことで、RNA
ポリメラーゼが DNA鎖から解離する。 
C. glutamicumの生育速度は速く、E. coli と比較しても高い細胞密度を達成する。さらに、C. 
glutamicumを用いた遺伝子改変ツールは長年開発されており、信頼性の高い手法が数多く存在
する。E. coli とは異なり、C. glutamicumは非病原性かつエンドトキシンフリーであり、アメリカ食品
医薬品局より安全基準を合格した菌として Generally Recognized As Safe (GRAS) 認定を受けて






E. coli と C. glutamicum との両方で複製出来るよう設計されたシャトルベクターで、C. 
glutamicumの形質転換において多用されているものに、pVC7 （Cm耐性） や pPK4 （Km耐性） 






pAM330は、同じ C. glutamicum 2256株から単離されたプラスミド pBL151のファミリーとして分
類され、そのファミリーに属するプラスミドとしては、pWS10152や pGX190153も報告されてきた。ま
た、θ型複製のプラスミドとしては、DNAポリメラーゼ I依存である pXZ10142ファミリーと DNA
ポリメラーゼ I非依存である pCRY4ファミリーが知られている 54, 55。最近では、2009年に乾ら




2系統に分かれており、pAM330 と pHM1519はローリングサイクル型に分類される 55。ローリン
グサイクル型複製は、複製開始タンパク質 Repのホモ二量体が複製起点に結合すると同時にニ


























第 4節 本論文の構成 
本論文は 6章から構成される (図 1-6) 。 

















































第 1節 緒言 
コリネ型細菌 C. glutamicum ATCC13869株のクリプティックプラスミド pAM330は、コリネ型細
菌内で複製可能で、そのコピー数は 10 コピー程度である 50。pAM330は B. lactofermentum BL0
株から単離された pBL1プラスミドと類似しており 51、ローリングサークル型複製機構によって複
製される pBL1 ファミリーのメンバーとして分類される。その pAM330プラスミドは 4448塩基長で
あり、8つの推定オープンリーディングフレーム （ORF） を含み、その内 ORF-1 と ORF-5は自律
複製に不可欠であるとされている 57。ORF-1は複製開始タンパク質 RepA と定義されている一方
で、ORF-5は他の既知のタンパク質配列と相同性がなく、機能未知であった。これまでに、同じ
pBL1 ファミリーに分類される pCG1 と pCGR2において、短鎖アンチセンス RNA分子が各々の
repA遺伝子のリーダー配列の相補的 DNA領域にコードされていることが明らかとなっている 58。
その短鎖アンチセンス RNA と repA-mRNAは、RNA-RNA間の迅速なペアリングを促す U-turn
モチーフ 59を含んだステムループ構造を形成することが予測され、そのループ構造部分を介し短














第 2節 方法 
2.1 使用菌株、プラスミド、プライマー 
2.1.1 菌株およびプラスミド 
 本章で使用した菌株およびプラスミドは表 2-1に示す通りである。 








C. glutamicum  2256 pAM330を保持する野生株（ATCC13869） ― 50
C. glutamicum  2256L 2256株からpAM330を脱落させた株 ― 本研究
E. coli  JM109
endA1 , recA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk−, mk+), relA1, supE44, λ− , Δ (lac -
proAB ), F′[traD36 , proAB + , lacI
q




C. glutamicum  2256株が保持する天然クリプティックプラスミド




pHSG399（タカラバイオ）とpAM330を融合し構築したE. coli  - コリネ型細菌シャ
トルベクター
Cm 61
pVC7N 正確な配列情報に更新したpVC7系プラスミド。GenBank Acc. No.: LC425431 Cm 本研究











pVC7(C1172d, A1173d) pVC7Nの+1172および+1173の2塩基が欠損したpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1172d) pVC7Nの+1172の1塩基が欠損したpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1172G) pVC7Nの+1172のC>G変異をもつpVC7変異体。pVC7H2と名する。 Cm 本研究
pVC7(C1172T) pVC7Nの+1172のC>T変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1171A) pVC7Nの+1171のC>A変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1171A, C1172A) pVC7Nの+1171C>A変異、+1172C>A変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1063d) pVC7Nの+1063のCの欠失変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1063G) pVC7Nの+1063のC>G変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1094d) pVC7Nの+1094のCの欠失変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1094G) pVC7Nの+1094のC>G変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1147d) pVC7Nの+1147のCの欠失変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1147G) pVC7Nの+1147のC>G変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(T1169d) pVC7Nの+1169のTの欠失変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(T1169A) pVC7Nの+1169のT>A変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1183d) pVC7Nの+1183のCの欠失変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(C1183G) pVC7Nの+1183のC>G変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(G1163d, C1183d) pVC7Nの+1163のG欠失と+1183のC欠失の二重変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(G1163C, C1183d) pVC7Nの+1163のG>C変異と+1183のC欠失の二重変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究
pVC7(G1163d, C1183G) pVC7Nの+1163のG欠失と+1183のC>G変異の二重変異をもつpVC7変異体 Cm 本研究










pPK4 pHM1519とpHSG299とを融合したシャトルベクター Km 61
pPK4-F1R2 cop部位のF1-R2(+977~+1252, 276 bp)領域をpPK4に挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-F1R3 cop部位のF1-R3(+977~+1206, 230 bp)領域をpPK4に挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-F2R1 cop部位のF2-R1(+1034~+1320, 287 bp)領域をpPK4に挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-F3R1 cop部位のF3-R1(+1091~+1320, 230 bp)領域をpPK4に挿入したプラスミド Km 本研究
pGEM-T Easy
PCR産物のクローニング用ベクターでEcoRVで切断後に、3’末端に1塩基チミジ









 本章で使用したオリゴ DNAの配列は表 2-2に示す通りである。 
表 2-2 使用プライマー 
 














1172_R pVC7変異体作製用 GTAGCTCGCACGGGGGTTTGTCTTG 11





1172_F_C>G pVC7(C1172G)作製用 GAACTCATATGCACGGGGGCCACATAAC 14





1172_2nt_F_AC pVC7(C1171A)作製用 ACAACTCATATGCACGGGGGCCACATAAC 17
1172_2nt_F_AA pVC7(C1171A, C1172A)作製用 AAAACTCATATGCACGGGGGCCACATAAC 18
【sRNA1転写領域への変異導入】
1063_F_del pVC7(C1063d)作製用 TTTAACATTGAGTACGGGTAAGCTG 19





1094_F_del pVC7(C1094d)作製用 ATAGCCAAGCTAGGCGGCCAC 22





1131_F_del pVC7(A1131d)作製用 TTAATAGTTCCTAGACAAGACAAACCCC 25





1147_F_del pVC7(C1147d)作製用 AAGACAAACCCCCGTGCGAG 28





1163_F_del pVC7(G1163d)作製用 CGAGCTACCAACTCATATGCACGG 31





1169_F_del pVC7(T1169d)作製用 ACCAACTCATATGCACGGGG 34





1183_F_del pVC7(C1183d)作製用 ACGGGGGCCACATAACCCGAAG 37



















sRNA_IF-F1 F1R2断片、F1R3断片増幅用 TATGACCATGATTACCGGTACAGACAGTGAGCAC 42
sRNA_IF-F2 F2R1断片増幅用 TATGACCATGATTACACACGTAACCCTCCCATG 43
sRNA_IF-F3 F3R1断片増幅用 TATGACCATGATTACACGCATAGCCAAGCTAGG 44
sRNA_IF-R1 F2R1断片、F3R1断片増幅用 TCTAGAGGATCCCCGTCACTTCTATTTCAGTGTTACCTAG 45
sRNA_IF-R2 F1R2断片増幅用 TCTAGAGGATCCCCGGTTGTGCCCGTTGTCTTAG 46
sRNA_IF-R3 F1R3断片増幅用 TCTAGAGGATCCCCGCCTTCGGGTTATGTGGC 47
【pAM330除去確認用コロニーPCR】
pAM330_colony PCR_F TTGGTTCTAAAAACCTGCGTTCGTC 48




























プラスミド構築のために用いた E. coli JM109株 (タカラバイオ) の形質転換株の培養は、
Luria-Bertani (LB) 培地 (Difco) を用いた。必要に応じて寒天 (Difco) 15 g/L、抗生物質としてク
ロラムフェニコール (Cm)、カナマイシン (Km) をそれぞれ 25 mg/mL、50 mg/mLの終濃度となる
よう添加した。培養は 37°Cで実施し、液体培養の場合 120 rpmで 12時間振とうを行った。 
C. glutamicumの試験管培養は、CM-Dex培地を使用した。必要に応じて寒天 (Difco) 20 g/L、
抗生物質として Cm、Kmをそれぞれ 5 mg/mL、25 mg/mLの終濃度となるよう添加した。培養は
30°Cで実施した。C. glutamicumの形質転換はエレクトロポレーション (電気穿孔) 法にて実施し
た。CM-Dex培地 2 mLに対し、プレートに生えてきた菌体を白エーゼ (Nunc、ループ容積 1 mL) 
摺り切り 1かき分植菌して 30°C、120 rpmで 3時間振とう培養を行った。細胞壁を弱化するため
の細胞壁合成阻害剤としてアンピシリン (Amp) を 20 mg/mLの終濃度となるよう添加し、さらに 1
時間振とう培養を行った。その後、培養液を 2.0 mLチューブに移し、4°Cで 14,400 x g、2分間遠
心した。上清を捨てた後、菌体を氷冷した滅菌水で 3回洗浄した後、最終液量が約 80 mLになる
よう菌体溶液を調製し、コンピテントセルとして用いた。コンピテントセルを 1 mmキュベット (Bio-
Rad) に移し、約 200 ngのプラスミド DNAを混合し、Gene Pulser Xcell (Bio-Rad) を用いて、エレ
クトロポレーション (電場強度 18 kv/cm、コンデンサー容量 25 mF、抵抗値 200Ω) を実施した。
形質転換後のキュベットに 1 mLの CM-Dex培地を加え、30°Cで 2時間振とうすることで回復培
養を実施した。その後、回復培養後の培養液約 80 mLを各種薬剤を含んだ CM-Dexプレートに
塗布した。 
菌株培養評価は試験管培養系で行い、必要な抗生物質を含む CM-Dex培地 2 mLに対し、プ









pBS4Sプラスミド 46を、プライマーとして 1 と 2を使用し、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（タカ
ラバイオ） を用いて、PCRにより sacB遺伝子断片を得た。また、DNA鋳型として pVC7Nプラス
ミドを、プライマーとして 3 と 4を使用し、KOD FX NEO (東洋紡) を用いた PCRにより pVC7Nベ
クター断片を得た。得られた断片を、In-Fusion HD Cloning Kit (クロンテック) を用いて融合した。
次に、この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセル （タカラバイオ） を形質転換し、
Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒
天培地上に出現したコロニーを選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振
とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kit (キ
アゲン) を使用しプラスミド DNAを抽出し、連結部分の DNA配列解析により目的とするプラスミ




repA遺伝子断片とゲノム DNA由来の dnaA遺伝子断片の 2遺伝子断片を pGEM-T Easyプラ
スミドに組み入れた pGEM-RD1を以下のように構築した。まずは、pGEM-T Easyプラスミドを鋳
型としプライマー5 と 6を使用し、PrimeSTAR GXL DNA Polymeraseを用いた PCRにより、ベクタ
ー断片を得た。また、pVC7Nまたは C. glutamicum 2256株のゲノム DNAを鋳型とし、プライマー
7 と 8、プライマー9 と 10を使用し、KOD FX NEO を用いた PCRにより repA遺伝子断片および
dnaA遺伝子断片を取得した。このようにして得た 3種の増幅断片を、In-Fusion HD Cloning Kit
を用いて連結した。この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Amp
を終濃度 100 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天
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培地上に出現したコロニーを選抜し、Ampを終濃度 100 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振






pVC7(C1172G)、pVC7(C1172T)、pVC7(C1171A)、pVC7(C1171A, C1172A) は KOD –Plus- 
Mutagenesis Kit (東洋紡) を用いて次のように作製した。pVC7Nプラスミドを鋳型に、表 2-2に示
す組み合わせのプライマーを用いて PCRを行った。PCR産物にキット付属の制限酵素 DpnIを
加えて鋳型プラスミドの消化反応を行った後、その直鎖状プラスミドを含む反応液を用いてキット
付属の T4 Polynucleotide Kinaseおよび Ligation highによるセルフライゲーション反応を実施し
た。その反応液で E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含
む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニー
を選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして
得られた形質転換株の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitを用いてプラスミド DNAを抽出
し、DNA配列の解析により目的とするプラスミドを確認した。 
 




pVC7(C1183G) は KOD –Plus- Mutagenesis Kitを用いて作製した。2.3.3に記載した方法によ
り、pVC7Nプラスミドを鋳型に、表 2-2に示す組み合わせのプライマーを用いて PCRを行った。 
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2.3.5 各種 cop領域の DNA断片保持プラスミドの構築 
pVC7系プラスミドの高コピー数化に関与すると考えられる各種 cop領域を pPK4プラスミドに
導入した。pPK4プラスミドを鋳型に、プライマー40 と 41を使用し、KOD FX NEOにて PCRを行
い、pPK4増幅断片を得た。、F1R2、F1R3、F2R1、F3R1の各種増幅断片は、pVC7プラスミドを
鋳型として、プライマー42 と 46、プライマー42 と 47、プライマー43 と 45、プライマー44 と 45を使




BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (アプライドバイオシステム) を用いてシーケンス
反応を行い、BigDye XTerminator Purification Kit (アプライドバイオシステム) を用いて反応液の









アニールするプライマー48 と 49を使用し、KOD FX NEOを用いて PCRを行った。予想される増
幅断片長は 573 bpであり、PCRの伸長時間は 60秒に設定した。PCR反応溶液をアガロースゲ
ル電気泳動により分析した。トリス-酢酸-EDTA緩衝液 (TEA溶液、ナカライテスク) と Agarose，
Type II， Medium EEO (シグマアルドリッチ) を使用して 0.8% w/v アガロースゲルを作成し、1×
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TAE溶液を泳動緩衝液として用いた。サンプルは、10 × Loading Buffer (タカラバイオ) と混合し




CM-Dex培地を用いた試験管培養系で 18時間 30°C で振とう培養した後、培養液 500 mLを
遠心分離 (14,400 x g、2 min) し、集菌した。菌体に対して、QIAprep Spin Miniprep Kitを用いて
次のようにプラスミド抽出を実施した。コリネ型細菌はグラム陽性菌で、強固な細胞壁に覆われて
いるため、その細胞壁を分解するため、15 mg-Lysozyme (L6876、シグマアルドリッチ) /mL-Buffer 
P1を調製した。その溶液 250 mLで菌体を懸濁し、37°Cで 30分間 Lysozyme酵素反応による細
胞壁分解を行った。以降、Buffer P2を添加するところからは通常のプラスミド抽出と同じ操作で実
施し、カラムからの DNA溶出工程では、30 mLの Buffer EB (10 mM Tris･Cl、pH 8.5) で溶出を
行った。 
 
2.7 プラスミドのコピー数定量方法 （qPCR） 
コピー数定量のための基準とする対象遺伝子は既往の方法 56を参考にして、染色体に関して




ミド DNA とゲノム DNA を含む全 DNAは次のように抽出した。培養液 500 mL分の菌体を遠心
分離 (14,400 x g、2 min) により回収し、15 mg/mL lysozyme (ニワトリ卵白由来, シグマアルドリ
ッチ) 含有 TE緩衝液 300 mLで懸濁し、37°Cで 30分間反応させた。その反応液に 2% SDS溶
液 300 mL と 20 mL proteinase K (タカラバイオ) を添加し、56°Cで 30分間加温した。その後、
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95°Cで 15分間加温することで酵素不活化を行い、室温まで下げてから 0.5 mg/mL RNase A (キア
ゲン) を 1 mL添加し、5分間反応させた。次に、タンパク質除去のため、反応液と等量のフェノー
ル/クロロホルム/イソアミルアルコール (25:24:1、ナカライテスク) を添加し、室温で 21,600 x g、5
分間遠心した。その上清 500 mLに対して、50 mL 3M 酢酸ナトリウムと 500 mL 2-プロパノールを
添加し、4°Cで 21,600 x g、20分間遠心した後、上清を除去し、氷冷した 70% エタノール 1mLを
添加し、4°Cで 21,600 x g、5分間遠心した後、上清を除去し、室温で 5分間風乾した。最後に TE
緩衝液で溶解し、吸光光度計 NanoDrop 2000で核酸濃度を測定した。RT-qPCRの増幅ならびに
解析法として、上記のように調製した total DNA溶液約 5 ngを鋳型として、3セット (50 と 51、52
と 53、54 と 55) の dnaA遺伝子増幅用プライマーと 3セット (56 と 57、58 と 59、60 と 61) の
repA遺伝子増幅用プライマーを用い、SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) (タカラバイオ) を
使用し LightCycler 96 (ロシュ) にて qPCRを実施した。また、検量線作成のため pGEM-RD1プ
ラスミド溶液の 10倍希釈系列を作製し、dnaA遺伝子と repA遺伝子のコピー数定量用の DNA





pAM330の RNA転写挙動を評価するため、pAM330を保持する 2256株の試験管培養 18時
間後の培養サンプルを回収し RNA-seq解析に供した。培養液は RNAprotect Bacteria Reagent 
(キアゲン) で処理し、TRIzol (サーモフィッシャーサイエンティフィック) 処理後、Ribo-Zero rRNA 
Removal Kit (Gram-Positive Bacteria) (イルミナ) で rRNA除去し、TruSeq Stranded mRNA 
Sample Prep Kit （イルミナ） でサンプル調製した。シークエンシングにはMiSeq Reagent Kit v2 





ア CLC Genomics Woekbench （キアゲン） を用いて解析した。FASTQ ファイルを Pair-end リード
としてインポートし、クオリティの低いリードのトリミングを実施後、トリミングされたリードデータを
2256株のドラフトゲノム （GenBank: AP017557.1） に対してマッピングを行った。 
 
2.9 転写開始点の決定 
sRNA1転写開始点の同定のため、まずは 2256株 （pAM330保持株） を試験管培養系で 18
時間培養し、TRIzol処理による total RNA抽出後、その RNAサンプルを Poly A tailing kit (サー
モフィッシャーサイエンティフィック) によるポリ A配列付加し、SMARTer RACE 5’/3’ Kit (タカラ
バイオ) を用いて、first-strand cDNAサンプルを作製した。その後、SMARTer RACE 5’/3’ Kit
付属のユニバーサルプライマーミックスと sRNA1に対応する特異的プライマー (1st PCR としてプ






写反応温度を 42°Cから 45°Cへと高めた条件での解析を行うことにした。2256L/pVC7H2株の 6
時間培養菌体から TRIzol処理により抽出した total RNA を鋳型として SMARTer RACE 5'/3' Kit
を用いて、repA特異的プライマー64を使用し、反応温度 45°Cで 90分間逆転写反応を行い、
repA由来の first-strand cDNAサンプルを取得した。次に、その fitst-strand cDNAを鋳型として、
SMARTer RACE 5'/3' Kit付属のユニバーサルプライマーミックスと、In-Fusion用相同配列を付加








に植菌し、試験管培養を行い、半日おきに継代を行い、4日間培養 (計 8回の植え継ぎ) を実施
した。植え継ぎは、200分の 1量の前培養液 10 mLを、CM-dex培地 2 mLに植菌した。培養後
の培養液を CM-dex培地に播種し、生えてきたコロニーを 100個選別し、CM-dex培地プレートお
よび Cmを終濃度 5 mg/mLで含む CM-dex培地プレートに移し、各コロニーの抗生物質耐性能







第 3節 結果と考察 
3.1 pAM330のキュアリングによる C. glutamicum 2256L株の取得 
C. glutamicum 2256株は pAM330を有するため、以降の育種親株として pAM330を保持しな
い株を作成すべく、そのプラスミドキュアリングを実施した。Bacillus subtilis由来 sacB遺伝子 
(Genbank Acc. No. X02730) を導入した pVC7-sacBプラスミドを作製した。pVC7-sacBプラスミド







養菌体からプラスミド抽出を行い、制限酵素 BamHIで 1 ヵ所切断した後、アガロースゲル電気泳
動による分析を行ったところ、候補株#1、#2では pAM330に相当するプラスミド DNAバンドが確
認されなかった （図 2-1A） 。また repA遺伝子領域内で設計したプライマーセットを用いたコロニ
ーPCRを実施しても、相当する DNA断片は増幅されないことから、2256株から pAM330を除去















3.2 高コピー数変異プラスミド pVC7H1の取得 
C. glutamicum 2256株に pVC7Nを導入し Cm耐性を指標に形質転換体を取得しようとする
と、Cm含有寒天培地上に形成されるコロニーはサイズが小さいものが増加し、コロニー数も一般
的な形質転換時よりも減少する (図 2-2A) 。形質転換後のコロニー形成が不均一化する現象か
ら、同じ複製起点を有する pAM330 と pVC7N間で不和合性が発揮され、pVC7Nプラスミドの複






2256株に対して pVC7N を形質転換し、通常使用する Cm薬剤濃度 5 mg/mLに対して 2倍の
Cm薬剤濃度 10 mg/mLのプレートに播種した後、そこで生育してきたコロニーから 60コロニーを
選抜した。各コロニーの試験管培養を行い 12時間後の培養菌体からプラスミド抽出を行い、アガ
ロース電気泳動を行ったところ、pAM330の DNAバンドが薄い、あるいは見えないクローンが多
く確認された （図 2-3） 。そして、60株のうち 1株 (No. 39 と命名) から調製したプラスミドにおい
て明らかにプラスミドの DNAバンド量が増大したクローンを見出した。そこで、このクローン株か








図 2-2 不和合性を利用した高コピー数化プラスミドスクリーニング 












（pAM330の HindIII制限酵素認識配列 5’-A↓AGCTT-3’ (↓は切断箇所) の HindIII切断後
の 5’末端 Aを+1 とした） に位置するシトシン （C） がアデニン （A） へと変化するトランスバー
ジョン型の 1塩基置換が明らかになった。そこで、この変異をコピー数変異 copA1 と命名した。ま








に位置しており、この領域では RNAの二次構造形成が予想される （図 2-4） 。また、RepAの翻





copA5(C1171A, C1172A)、copA6(C1172d)、copA7(C1172d, A1173d)の 6種の変異をもつプラスミ






































とにした (図 2-6A) 。pVC7N （Cm耐性） とは複製起点が異なり共存可能な pPK4 （Km耐性） 
に cop領域を含む各サイズの DNA領域 （図 2-6B） を挿入することで、pPK4-F1R2  (+977番
目から+1252番目までの領域を挿入) 、pPK4-F1R3 (+977番目から+1206番目までの領域を挿
入) 、pPK4-F2R1 (+1034番目から+1320番目までの領域を挿入) 、pPK4-F3R1 (+1091番目か






染色体あたり 4 コピー数程度まで大幅に減少し、pPK4-F2R1導入株や pPK4-F3R1導入株にお

















図 2-6 cop領域による pVC7Nのプラスミドコピー数への影響評価 
(A) 各種 cop領域の増強が pVC7Nプラスミドのコピー数に与える影響を調査する説明図 (B) 











され転写されている可能性を示唆している。そこで RNA-seq解析により、C. glutamicum 
2256L/pVC7N株でのこの領域の RNA転写を解析した。図 2-7Aに示すように、低分子 RNA 
（約 170塩基長） が cop領域を含む領域 （pVC7Nのマップ上で+1042番目から+1200番目まで
の領域） から、RepAの mRNA と思われる転写 （repA-mRNA） とは反対方向に転写されている
ことがわかり、前述の考察を支持する結果が得られた。さらに、それらの転写物の 5’末端を 5’-
RACEにて調べたところ、その低分子 RNAの転写開始点は +1212番目の G と決定された。ま
た、repA-mRNAは +1120番目の C と決定され、この 2つの RNAの 5’末端は互いに 93塩基ほ
ど重なることがわかった （図 2-7B） 。こうして、+1212番目から +1042番目の全長約 170塩基
長の cop領域を含む低分子 RNAを small RNA1 (sRNA1) と命名した。また核酸二次構造予測
ソフト mfold64により sRNA1の二次構造から、copA1変異箇所はヘアピンループ構造のループア







図 2-7 copA1領域周辺の転写地図 
(A) RNA-seq解析に基づく RNA転写地図 (B) copA1領域周辺の配列説明。sRNA1の転写開
始点とその想定プロモーター （−10及び−35領域） 及び、repAの転写開始点、その推定プロモ
ーター (−10) そして推定の SD配列と翻訳開始コドンを示す。灰色箇所は sRNA1 と repA-
mRNAの重なる領域、赤字は repA-mRNA転写領域、青字は sRNA1転写領域、破線はこの領









スミド pCG1 ファミリーにおいて、repA-mRNAの上流から逆向きに転写が開始される 70塩基長
程度の sRNAがコピー数制御に関与することが分かっており、sRNAの二次構造として 2個のス
テム-ループ （SL） 構造を形成する 58。pAM330由来 sRNA1は 170塩基長と、pCG1由来の
sRNAよりも長鎖であり、その推定構造では、SL-Iから SL-Vまでの 5つの SL構造の存在が予







9) 。このことから、プラスミドのコピー数制御には sRNA1の推定二次構造での 5’末端から 2つ
めのステム-ループ構造 （SL-II） が重要であることが示唆される。 
次に、この SL-IIの構造が重要であることを確認するため、SL-IIステム構造中の +1183の塩




で、+1163部位での Gを Cへ置換した C1183G, G1163C変異体では、コピー数が元の pVC7N









図 2-8  sRNA1の推定二次構造 
RNAの二次構造予測を mfold ソフトにて実施した。ステム-ループ構造として、5’末端より、それ
ぞれ SL-Iから SL-Vまでのステム-ループ構造の形成が予測された。各変異点を矢印で示した。





図 2-9 sRNA1領域での各種変異をもつ pVC7N変異体のコピー数比較 
各プラスミドを保持する C. glutamicum 2256L株の、2 クローンから調製したプラスミド DNAを
HindIII制限酵素で処理し、一カ所切断にて線状化したプラスミドを泳動した。図 2-7で示す通り、
SL-V、SL-IV、SL-III、SL-III と SL-IIの間、SL-IIの各箇所に変異を導入したプラスミドを評価し
た。copA1は pVC7H1、copA2は pVC7H2、Mは、DNAマーカー (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 kbpバ
ンド) を示す。 
 
図 2-10 変異の相補実験 
各プラスミドを保持する 2クローンずつから調製したプラスミド DNAを HindIII制限酵素で処理
し、一カ所切断にて線状化したプラスミドを泳動した。図 2-7で示す通り、SL-IIの各箇所に変異を






GTGCCC-3’が見出された （図 2-7B） 。これらはそれぞれ C. glutamicumでのσAプロモーター
におけるコンセンサス配列 55 （−10領域, 5’-TA(t/c)aaT-3’: −35領域 (一般的に−35領域は保存
性が低いとされる) 、5’-ttGcca-3’） と相同性を有する。repA-mRNAのプロモーターについては、
−35領域に相当する配列は見いだせなかったものの、−10領域として 5’- TAGGCG -3’を転写開
始点から 10塩基上流の位置に見出した。RepAの翻訳開始位置が +1215番目 (開始コドン
TTG) であるならば、その 5塩基上流に、翻訳開始に重要とされる C. glutamicumの 16S rRNA
の 3’末端の 5’-ACCTCCTTT-3’に対応した配列を持つ、5’-GAAGGGGTT-3’が RBS として想定
できた。一般的に考えられる低分子 RNAによる遺伝子発現の調整機構として、その RNAによる
目的 mRNAの RBSを露出させることで発現を活性化するか、逆に RBSを覆い隠すことで発現を
抑制することが知られている 65。 
pAM330の近縁プラスミド pCC163では、repA-mRNA リーダー配列はステム-ループ構造を形
成し、RBSが突出した位置にあるとされている (図 2-11A) 。pCC1プラスミドにおいて、repA-
mRNA リーダー配列近傍から相補的な sRNAの転写は報告されていないが、類似したコピー数
制御機構を有していると仮定した場合、pAM330においても pCC1 と似た構造を形成すると考え
られる。pAM330プラスミドから転写される sRNA1が repA-mRNA と対合すると、その 5’末端領
域が RNA-RNA間結合を形成することで、repA-mRNA上の RBSを覆い隠すような配置となる。
その結果、16S rRNA末端との結合が上手く機能せず repA遺伝子の発現を負に制御され、プラ








図 2-11 pAM330の repA遺伝子発現抑制機構のモデル 
(A) pCC1での repA-mRNAの推定二次構造 （B) pAM330での repA-mRNA と sRNA1 との関係 





高コピー数化につながる cop変異部位は sRNA1の SL-IIのループ領域に位置しており、ルー
プ配列 （5’-UUGGUAG-3’） は U-turnモチーフに分類される (図 2-11B) 。これは、原核生物に
おけるアンチセンス RNAやそのターゲットとなる RNAにおける U-turnのコンセンサス配列 （5’-
YUNR-3’, Yはピリミジン、Nはプリンの場合が多いがすべての塩基、Rはプリン塩基） に一致す
る （表 2-3） 。なお、U-turnモチーフは RNA - RNA間の対合相互作用を促進するため原核生物
が元々有している機能構造であり、ループ構造が足場となり U-ternモチーフの YUNR部分を露
出することで、ループ-ループ間での迅速な結合でもたらすことが知られている 59, 63, 66。repA-
mRNAに結合することで翻訳を抑制すると考えられる sRNA1だが、結合開始時にはこの U-turn
モチーフが対象 RNA領域と結合することが重要であると考えられる。つまり、U-turnモチーフへ




変異導入した場合に限って、プラスミドのコピー数増加が起こった結果と一致する (図 2-8) 。 
表 2-3 各種 U-turn配列との相同性比較 
 
E. coliや C. glutamicum由来のプラスミドでの small RNAにおける U-turnモチーフ (5’-YUNR-












頻度が高いことが示された (表 2-4) 。また、継代 96時間、計 8回の植え継ぎを実施した培養液
から抽出したプラスミドを電気泳動した結果、2256L/pVC7H2株のプラスミド量は 2256L/pVC7N
株のプラスミド量を下回ることからも、pVC7H2は抗生物質無添加条件でコリネ菌体内での安定





表 2-4 各培養時間でのプラスミド保持コロニー数 (100 コロニーあたり)  
  24 h 48 h 72 h 96 h 
pVC7N 100 100 100 100 
pVC7H1 100 100 100 100 





図 2-12 Cm無添加条件での継代培養後のプラスミド泳動確認 
プラスミド DNAを HindIII制限酵素で処理し、一カ所切断にて線状化したプラスミドを泳動した。





第 4節 結言 
コリネ型細菌由来クリプティックプラスミド pCG1ファミリーにおいて、repA-mRNAの上流から逆
向きに転写が開始される sRNAがコピー数制御に関与すること 58が分かっていたが、本研究に






ことを明らかにした。さらに、野生型の約 20倍のコピー数である変異 copA2を見出し、C. 
glutamicum菌での高コピー数ベクターpVC7H2 (約 300コピー/染色体) の取得を達成した。これ
は pAM330プラスミドにおける高コピー数変異体取得、ならびにコピー数制御機構推定の最初の
































第 1節 緒言 
コリネ型細菌内在性プラスミド pHM1519は C. glutamicum ATCC 13058株から見い出され 50、
他の C. glutamicum株から類似のプラスミドとして pCG167、pSR152、pCG10068が単離されている。




須の複製タンパク質 RepAをコードする repA遺伝子を含む 1.9 kbpの DNA領域と特定されてい
る。pHM1519の RepAは、ローリングサークル型複製の複製開始タンパク質であり、複製開始タ
ンパク質で広く保存された Yuxkモチーフ 70を含む 485アミノ酸残基で構成される。pCG100およ
び pSR1のコピー数は 30 コピー程度であり、沖部らの報告内で pCG1 ファミリープラスミドにおけ
るアンチセンス RNAを介したプラスミドコピー数制御機構が推定され 58、複製開始タンパク質
Rep コード領域のアンチセンス鎖にコードされる small RNA (sRNA) が、rep-mRNA リーダー配列





























C. glutamicum  2256L 2256株からpAM330を脱落させた株 ― 第2章
E. coli  JM109
endA1 , recA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk−, mk+), relA1, supE44, λ− , Δ (lac -
proAB ), F′[traD36 , proAB + , lacI
q
 , lacZ ΔM15]
― タカラバイオ
Plasmids
pHM1519 C. glutamicum ATCC13058株が保持するクリプティックプラスミド ― 50










pPK4(1nt-del) pPK4の1塩基欠損体(G2497Δ) Km 本研究
pPK4(1nt-sub) pPK4の1塩基置換体(A2498C) Km 本研究
pPK4(1aa-del) pPK4の +2496~+2498(GGA) までの3塩基欠損体 Km 本研究
pPK4(G>A) pPK4の1塩基置換体(G2497C) Km 本研究
pPK4(G>K) pPK4の2塩基置換体(G2496A, G2497A) Km 本研究
pPK4(G>D) pPK4の2塩基置換体(G2497A, A2498C) Km 本研究
pPK4(G>P) pPK4の2塩基置換体(G2496C, G2497C) Km 本研究





pPK4-dGFP pPK4の +5588部位に 「SD配列-dasher GFP」 を挿入したGFP発現用プラスミド。 Km 本研究




 本章では表 3-2に記載の DNAプライマーを使用した。 
表 3-2 使用プライマー 
 
  















1aa-del_F pPK4(1aa-del)作製用 AATCGCTTGACCATTGCAGGTTG 13
1aa-sub.A_F pPK4(G>A)作製用 GCAAATCGCTTGACCATTGCAGGTTG 14
1aa-sub.K_F pPK4(G>K)作製用 AAAAATCGCTTGACCATTGCAGGTTG 15
1aa-sub.D_F pPK4(G>D)作製用 GACAATCGCTTGACCATTGCAGGTTG 16
1aa-sub.P_F pPK4(G>P)作製用 CCAAATCGCTTGACCATTGCAGGTTG 17








































プラスミド構築のために用いた E. coli JM109株の形質転換株の培養は、LB培地を用いた。必
要に応じて寒天 15 g/L、抗生物質としてクロラムフェニコール (Cm) 、カナマイシン (Km) をそれ
ぞれ 25 mg/mL、50 mg/mLの終濃度となるよう添加した。培養は 37°Cで実施し、液体培養の場合
120 rpmで 12時間振とうを行った。C. glutamicumの試験管培養は、CM-Dex培地を使用した。
必要に応じて寒天 20 g/L、抗生物質として Cm、Kmをそれぞれ 5 mg/mL、25 mg/mLの終濃度と
なるよう添加した。培養は 30°Cで実施した。C. glutamicumの形質転換はエレクトロポレーション
法にて実施した。 
菌株培養評価は試験管培養系で行い、必要な抗生物質を含む CM-Dex培地 2 mLに対し、プ






ム DNA由来の dnaA遺伝子断片の 2遺伝子断片を pGEM-T Easyプラスミド (プロメガ) に組み
入れた pGEM-RD2を設計しコンストラクトを構築した。pGEM-T Easyプラスミドを鋳型としプライ
マー1 と 2を使用し、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase を用いた PCRによりベクター増幅断片を
得た。pPK4または C. glutamicum 2256株のゲノム DNAを鋳型としプライマー3 と 4、プライマー5
と 6を使用し、KOD FX NEO を用いた PCRにより repA遺伝子断片および dnaA遺伝子断片を
取得した。得られた 3種の増幅断片を混合し、In-Fusion HD Cloning Kitにて、3つの DNA断片
を連結した。次に、この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、アン
ピシリン (Amp) を終濃度 100 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。
その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Ampを終濃度 100 mg/mLで含む LB液体
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培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株の培養菌体から QIAprep Spin 
Miniprep Kitによりプラスミド DNAを抽出し、DNA配列の解析により目的とするプラスミドを確認




pPK4(G>A)、pPK4(G>K)、pPK4(G>D)、pPK4(G>P)、pPK4(G>Q)は KOD –Plus- Mutagenesis 
Kit (東洋紡) を用いて次のように作製した。pPK4プラスミドを鋳型に、表 2-2に示す組み合わせ
のプライマーを用いて PCRを行った。キット付属の T4 Polynucleotide Kinaseおよび Ligation high
によるセルフライゲーション反応を実施した。その反応液で E. coli JM109株コンピテントセルを形
質転換し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。そ
の後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地





オベリアクラゲ由来緑色蛍光タンパク質 Dasher GFP (dGFP) の発現プラスミド pPK4-dGFPは
次の通り構築した。pPK4を鋳型としてプライマー20 と 21を、T5-Dasher GFP を鋳型としてプライ
マー22 と 23を使用し、KOD FX NEOを用いた PCRにより、pPK4ベクター断片と dGFP遺伝子
断片を取得した。得られた増幅断片を、In-Fusion HD Cloning Kitを用いて連結した。次に、この
反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセル （タカラバイオ） を形質転換し、Km 50 
mg/mlを終濃度として含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培
地上に出現したコロニーを選抜し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培
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養を実施した。こうして得られた形質転換体の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitを使用し
プラスミド DNAを抽出し、連結部分の DNA配列解析により目的とするプラスミドの構築を確認
し、これを pPK4-dGFP と命名した。高コピー数プラスミドの pPK4H1-dGFPは、KOD –Plus- 
Mutagenesis Kitを用いて作製した。2.3.2に記載した方法により、pPK4-dGFP を鋳型にプライマー
7 と 8を使用した PCRにより G2497A変異導入を実施した。 
 
2.4 DNA塩基配列の決定法 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (アプライドバイオシステム) を用いてシーケンス
反応を行い、BigDye XTerminator Purification Kit (アプライドバイオシステム) を用いて反応液の





した。RepA タンパク質のアミノ酸配列からヘリックス-ターン-ヘリックス (HTH) モチーフを予測す
るツールとして、GYM 2.0 software72を使用した。 
 
2.6 コリネ型細菌からのプラスミド抽出法 
CM-Dex培地を用いた試験管培養系で 18時間 30°Cで振とう培養した後、培養液 500 mLを
遠心分離 (14,400 x g、2 min) し、集菌した。菌体に対して、QIAprep Spin Miniprep Kitを用いて
次のようにプラスミド抽出を実施した。コリネ型細菌はグラム陽性菌で、強固な細胞壁に覆われて
いるため、その細胞壁を分解するため、15 mg-Lysozyme (L6876、シグマアルドリッチ) /mL-Buffer 




施し、カラムからの DNA溶出工程では、30 mLの Buffer EB (10 mM Tris･Cl、pH 8.5) で溶出を
行った。 
2.7 プラスミドのコピー数定量方法 （qPCR） 
染色体に関しては DNA複製に関与し染色体上に 1 コピー存在するとされる dnaA遺伝子を、
pVC7由来プラスミドに関しては repA遺伝子を選択し、DNA増幅用のプライマーを設計した。18
時間培養した菌体から抽出した total DNA溶液約 5 ngを鋳型として、3セット (24 と 25、26 と
27、28 と 29) の dnaA遺伝子増幅用プライマーと 3セット (30 と 31、32 と 33、34 と 35) の repA
遺伝子増幅用プライマーを用い、SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) を使用し LightCycler 
96にて qPCRを実施した。また、検量線作成のため pGEM-RD2プラスミド溶液の 10倍希釈系列





2.8 コリネ型細菌破砕抽出液の SDS-PAGE解析 
試験管培養後の培養液 500 mlを回収し、遠心分離 (14,400 x g、2 min、4°C) により集菌した。
氷冷した 20 mM Tris-HCl (pH 8.0) で一回洗浄し、800 mlの 20 mM Tris-HCl (pH 8.0) で懸濁し、
0.1 mmガラスビーズによるマルチビーズショッカー (安井器械、2,500 rpm、(ON : OFF = 30 s : 30 
s)×10サイクル、4°C) で破砕処理を実施した。その破砕液を遠心分離 (5,000 x g、5 min、4°C) 
し、上清画分を粗抽出液とした。粗抽出液 4 mlに対して 2.5 ml滅菌水、2.5 ml LDS Sample Buffer 
(インビトロジェン) と 1 ml Sample Reducing Agent (インビトロジェン) を加え 70°C, 10分間加熱処
理し、MES SDS泳動バッファーで泳動を実施した。SDS-PAGEのゲルは NuPAGE 4-12% Bis-Tris 
Protein Gel (インビトロジェン) を使用し、また粗抽出液の総タンパク質濃度は、Pierce BCA 
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2.8で実施した SDS-PAGEゲルを、iBlot 2 Dry Blotting System (サーモフィッシャーサイエンティ
フィック) を使用し、転写条件 (20 Vで 1分、23 Vで 4分、25 Vで 2分) で iBiot 2 PVDF メンブ
レン (サーモフィッシャーサイエンティフィック) に転写した。転写後メンブレンを、Pierce Fast 
Western Blot Kit, ECL Substrate (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を使用し、免疫染色を実
施した。一次抗体反応として 10 mg/mlの anti-CATase antibody (ウサギ由来、シグマアルドリッチ) 
で室温 30分間反応させ、二次抗体反応としてホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ (HRP) 標
識二次抗体を含む、Pierce Fast Western Blot Kit, ECL Substrate付属の Fast Western Optimized 
HRP Reagentで室温 10分間反応させた。免疫染色のシグナル検出には ChemiDoc XRS imaging 




2.8で調製した粗抽出液を、透過型 LED光源 CyanoView (アトー、励起波長 505±25 nm) で
照射し、オレンジカバー (アトー、製品番号 2006122) で遮光した蛍光画像を撮影した。また、同じ
く 3.7で調製した粗抽出液 50 mlを、蛍光測定用白色 96穴プレート (Nunc、FluoroNunc Maxisorp 
plate) にロードし、マイクロプレートリーダーSpectraMax Me2 (モレキュラーデバイス) を使用し、
蛍光測定を行った。20 mM Tris-HCl (pH 8.0) をブランクとして使用した。プレートリーダー測定条






2256L/pPK4株または 2256L/pPK4H1株を、CM-Dex培地 (抗生物質無添加) に植菌し、試験
管培養を行い、半日おきに継代を行い、4日間培養 (計 8回の植え継ぎ) を実施した。植え継ぎ
は、200分の 1量の前培養液 10 mLを、CM-dex培地 2 mLに植菌した。培養後の培養液を CM-
dex培地に播種し、生えてきたコロニーを 100個選別し、CM-dex培地プレートおよび Kmを終濃
度 25 mg/mLで含む CM-dex培地プレートに移し、各コロニーの抗生物質耐性能の保持を確認し







第 3節 結果と考察 





C. glutamicum 2256株は、Km と Cmの両方の薬剤に対して感受性を有しているものの、Km
感受性よりも Cm感受性が高いとされているため、スクリーニング用薬剤として Cmを選択した。
pHM1519系シャトルベクターとして pPC4 (Cm耐性) を本研究にて構築し使用した。 
2256L株に pPC4プラスミド 1 mgをエレクトロポレーション法により導入した後、Cmの添加濃















図 3-1 高コピー数化プラスミドのスクリーニング 
Cm-5培地から 2個のコロニーを、Cm-20培地からは 8個のコロニーをピックアップし、試験管培








置しており、複製開始タンパク質 RepAをコードする repA遺伝子の内部に 1塩基変異があること
が明らかになった。プラスミドマップ上で、repA遺伝子の上流に位置する PstI認識配列 (5’-
CTGCAG-3’) の 5’端 Cを+1 としたときに、+2497の位置にあるグアニン (G) がアデニン (A) 
に置換している 1塩基変異であり copB1変異と命名した (図 3-2) 。pPC4は pHSG399 (Cm耐性
遺伝子を含む) と pHM1519断片を連結したシャトルベクターであり、pPK4は pHSG299 (Km耐
性遺伝子を含む) と pHM1519断片を連結したシャトルベクターである。pPK4にて、repA遺伝子
の同箇所 (PstI認識配列の 5’端 Cを+1 としたときの+2497) で、同様に Gを A となるよう 1塩
基置換を行った pPK4H1を構築したところ、pPK4H1 も 2256L株にて pPC4H1 と同様に高コピー
数化することが明らかになった (図 3-3) 。 
 
 
図 3-2 pPC4H1及び pPK4H1の高コピー数化変異箇所 
copB1変異は、repA遺伝子内に位置する。+1は、repA遺伝子の上流側にある PstIの切断認識




図 3-3 pPK4H1の高コピー数化確認 
2256L/pPK4、2256L/pPK4H1の形質転換体を 2個ずつ取得し、試験管培養した後の菌体からプ








copB1変異は、pHM1519の repA遺伝子内の 1塩基変異 (G→A) であり、RepA タンパク質
の 429番目のアミノ酸残基グリシン (Gly) をグルタミン酸 (Glu) に置換する。したがって、copB1
変異は、アミノ酸レベルで RepA タンパク質の活性を変えることによって、高コピー数化を引き起こ
すことが推察された。そこで、copB1変異部位における各種アミノ酸置換体を作製し評価すること
にした。pPK4に対して、2497番目の塩基付近 (+2496 ~ +2498) に部位特異的変異を導入し、そ
れら変異のプラスミドのコピー数へ及ぼす影響を評価した。コンストラクト設計として、1塩基欠損 
(フレームシフトにより終始コドンが出現) 、1塩基置換 (サイレント変異) 、1アミノ酸欠損 （Gly-
429の欠損） 、1アミノ酸置換 （Ala (疎水性) 、Lys (極性・塩基性) 、Asp (極性・酸性) 、Pro (構
造的剛性)、Gln (極性・非電荷) ） を pPK4プラスミドへ導入し、各変異体プラスミドを構築した 
（図 3-4) 。 
それらを C. glutamicum 2256L株に導入を試みたところ、1塩基欠損 pPK4 (1nt-del) および 1
アミノ酸欠損 pPK4 (1aa-del) に関しては、形質転換体を取得出来なかった。それ以外の変異プラ
スミドの場合では形質転換体が取得でき、その形質転換体の培養菌体からプラスミド抽出した後
に、アガロースゲル電気泳動分析を行った。サイレント変異である pPK4 (1nt-sub) では、そのコピ
ー数は pPK4 と同程度であった。このことから、copB1変異は DNAレベルではなくアミノ酸レベル
で RepA タンパク質の活性に影響を与えていることを示唆している。Gly以外のアミノ酸残基に置
換した 5種の変異体の場合、それら全てにおいて、コピー数は増加することが分かった  (図 3-
5) 。コピー数増加の程度としては、Alaや Proの非極性アミノ酸への置換でもコピー数は増加し
たが、Glu, Lys, Aspや Glnの極性アミノ酸に置換した方がコピー数の増加度合いは高かった。
pPK4は染色体あたり約 50コピーであるのに対し pPK4H1は約 800 コピーと約 16倍に高コピー
数化していた。Gly-429部分が直接 DNA と結合すると仮定した場合、Gly-429を Gluや Asp とい









域内か、二つのα-へリックスを連結する部位に位置するものと予測された (図 3-6) 。RepA タン
パク質の変異箇所が二つのα-へリックスの連結部に位置すると仮定すると、2つのα-ヘリックス
が短いペプチド鎖でつながった構造を持ち DNAに結合する性質を持つ Helix-turn-helix (HTH) 
モチーフであると予想できた。そこで、HTHモチーフ検索プログラム GYM 2.0 softwareにより、
RepAの C末端領域に 2 ヵ所に HTHモチーフがあることが予測された （図 3-4） 。HTHモチー
フは、10残基程度の二つのα-ヘリックスが 3残基からなるターン構造を介してつながった共通の











図 3-4 copB1部位での各種変異体 
各変異体での DNA配列中の大文字箇所は改変した塩基を示す。上図は、pHM1519の野生型
RepA と copB1変異での RepAの、401番目から 485番目 (終始コドン手前) までのアミノ酸配列
比較を示す。copB1変異にて 429番目の Glyが Glu と置換されるが、その位置は、HTHモチー
フと推定される領域の中央部分に位置する。 
 







図 3-6 RepA タンパク質 C末端付近の二次構造予測 
二次構造予測ソフト PSIPREDを使用した。Hはヘリックス構造、Cはコイル構造、Eはストランド
構造を示す。青色棒は予測確度の高さを表す。赤線は、コリネ型細菌のローリングサークル型複
製プラスミドの各種 RepA タンパク質に広く保存される Yuxkモチーフを、赤色マル印は、copB1変
異によりアミノ酸置換が生じる Glyの位置を、赤色+は 410番目から 440番目までのアミノ酸配列












分かった (表 3-3、図 3-7) 。 
 
表 3-3 各培養時間でのプラスミド保持コロニー数 (100 コロニーあたり)  
  24 h 48 h 72 h 96 h 
pPK4 100 99 99 99 
pPK4H1 100 100 100 100 
 
 
図 3-7 Km無添加条件での継代培養後のプラスミド泳動確認 
プラスミド DNAを制限酵素 KpnIで処理し、一カ所切断にて線状化したプラスミドを泳動した。ま













きた (図 3-8) 。 
 
 
図 3-8 cat遺伝子産物の生産量比較 
(A) SDS-PAGE。レーンMはタンパク質マーカー、1は 2256L (コントロール) 、2および 3は
2256L/pPC4、4および 5は 2256L/pPC4H1を、そして、6、7および 8は試薬である CATaseの
1,000倍希釈液、100倍希釈液、10倍希釈液の泳動を示す。粗抽出液および標準物質希釈液と
もに 4 mlずつ使用した。赤矢印は CATase タンパク質のバンドを示す。CATaseの推定分子量は












の SDS-PAGE解析では、dGFP タンパク質の理論分子量は 26.6 kDaであるが、dGFPの確かな
バンドは確認出来なかった （図 3-9A） 。一方、細胞抽出液に対して励起光を照射した場合、緑
色蛍光を検出することが出来た。蛍光プレートリーダーでの測定値として pPK4H1-dGFPは
pPK4-dGFPの 8倍程度の蛍光強度を示すことが分かった (図 3-9B、C) 。 
 
                  
図 3-9 dGFP生産量の比較 
(A) SDS-PAGE (B) 細胞抽出液の蛍光検出画像 (C) 細胞抽出液の蛍光強度測定。菌体破砕後
の細胞抽出液を蛍光プレートリーダーで測定した。励起波長 485 nm、検出波長 538 nm (カットオ
フ 530 nm) で測定した。n=3で、各値は平均±SDで示した。 
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第 4節 結言 
高濃度薬剤添加プレートにおいてもコロニー形成が可能な株を取得するという手法を採用し、
pPC4のコピー数増加を引き起こす新規な変異 copB1を見出した。そして、その変異位置は repA-
ORF内部に位置し、RepAの C末端領域で 1アミノ酸残基置換 （Gから E） を引き起こしている
ことを明らかにした。既往研究として、pHM1519 と同系統の pCG1シャトルベクターにおいて、ア











































は、大腸菌 E. coliで T7 RNAポリメラーゼと T7プロモーターを組み合わせた系が報告されてい
る 75。しかしながら、微生物による組換え RNA製法の場合、菌体内で安定的に存在可能な RNA
の種類に限定され、その RNA生産量も少ないことが課題であった。 














が望ましい。第 2章の結果から、高コピー数プラスミドとして、染色体あたり約 100 コピーである
pVC7H1、約 300 コピーである pVC7H2を使用することにし、目的 RNA転写ユニット数を増加さ
せることにした。RNA代謝は、生合成と分解のバランスによって決定する。様々な RNaseが
RNAの分解に関与しており、RNase IIIは dsRNAに特異的なエンド型 RNaseに分類される
が、RNase III活性を抑制することは、dsRNAおよび複雑な二次構造を形成する RNA分子の生
成において重要であると考えた。 
本 RNA生産系で発現するモデル RNA として、特定タンパク質との結合活性を有する組換え
RNAを生産することにした。スプライシング機構に関与する U1 リボ核タンパク質の構成因子 U1 
snRNAは、U1A タンパク質と特異的に結合する機能性 RNAであり、その構造中のステムループ 
II (SL-II) 領域を介して U1A タンパク質と結合することが知られている 79, 80 (図 4-1) 。その SL-II
領域を有するよう設計した RNA （U1A*-RNA と命名） をモデル RNA として、その生産を検討す
ることにした。C. glutamicumで生産した組換え RNA分子は、本来有するはずの機能を発揮しな
いことも考えられる。そこで、生産した U1A*-RNAの特異的タンパク質結合活性を評価すべく、
U1A タンパク質の RNA結合領域を含むタンパク質 （U1A-RBD タンパク質と命名） をコリネ型







図 4-1 U1A*-RNAの構造と U1A-RBD タンパク質との相互作用 
U1A*-RNAの予測される二次構造 (左) 、Terは BFK20由来ターミネーター配列を示す。U1A*-
RNA と U1A-RBD タンパク質との特異的相互作用を示した模式図。U1A*-RNAはステムループ 


















C. glutamicum  2256L 2256株からpAM330を脱落させた株 ― 第2章








endA1 , recA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk −, mk+), relA1, supE44, λ− , Δ







pBS4S-Δrnc rnc遺伝子欠損用に作製したプラスミド ― 本研究












pPK4-PcspB-chlI-PcspBrev 対合するcspBプロモーター間にchlI配列を配置したプラスミド Km 本研究
pPK4-Pf1-chlI-Pf1rev 対合するF1プロモーター間にchlI配列を配置したプラスミド Km 本研究
pPK4-Pf2-chlI-Pf2rev 対合するF2プロモーター間にchlI配列を配置したプラスミド Km 本研究
pPK4-Pf3-chlI-Pf3rev 対合するF3プロモーター間にchlI配列を配置したプラスミド Km 本研究
pPK4-Pf1-U1A* F1プロモーター-U1A結合配列転写系挿入プラスミド Km 本研究
pPK4-PcspB-U1A* cspBプロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-PgapA-U1A* gapAプロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-PncRNA744-U1A* ncRNA774由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-Prg0322-U1A* RgRNA0322由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-PncRNA1799-U1A* ncRNA1799由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-PncRNA1161-U1A* ncRNA1161由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-Prg2918-U1A* Rg2918由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-Prg3060-U1A* Rg3060由来プロモーター-U1A結合配列転写系を挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4-Prrn1-U1A*






























pVC7-U1A*-1 U1A*-RNA転写ユニットをpVC7に挿入したプラスミド Cm 本研究
pVC7H1-U1A*-1 U1A*-RNA転写ユニットをpVC7H1に挿入したプラスミド Cm 本研究
pVC7H2-U1A*-1 U1A*-RNA転写ユニットをpVC7H2に挿入したプラスミド Cm 本研究
pPK4-U1A*-1 U1A*-RNA転写ユニットをpPK4に挿入したプラスミド Km 本研究
pPK4H1-U1A*-1 U1A*-RNA転写ユニットをpPK4H1に挿入したプラスミド Km 本研究
pPK6 C. glutamicum由来のtatACB遺伝子をpPK4に挿入したプラスミド Km 85
pPK6-tU1A-RBD U1A-RBDタンパク質分泌発現用プラスミド Km 本研究
pRACE In-Fusionクローニング用ベクター。pUC系複製起点保有。 Amp タカラバイオ
p5'RACE-U1A U1A*-RNAの5’RACE PCR断片を挿入したpRACE変異体 Amp 本研究
p3'RACE-U1A U1A*-RNAの3’RACE PCR断片を挿入したpRACE変異体 Amp 本研究
p5'RACE-U1AS U1A*S-RNAの5’RACE PCR断片を挿入したpRACE変異体 Amp 本研究









 本章では表 4-2に記載の DNAプライマーと DNA配列を使用した。 
表 4-2 使用プライマーと DNA配列 
 

























































































U1A-binding seq. U1Aタンパク質結合配列 GGGCATTGCACTCCGCCC 39
Pf1 - linker - U1A-binding seq. -
Tbfk











Pf1-U1A* (pPK4)_F TTAGGCACCCCAGGCGATCTACTCGTTACTCAAGGCAAG 43





































5'-RACE_IF-CDS 5'-RACE用プライマー GATTACGCCAAGCTTGATTACTCCTGTCTCGCAGGGTAC 78














































プラスミド構築のために用いた E. coli JM109株の形質転換株の培養は、LB培地を用いた。必
要に応じて寒天 15 g/L、抗生物質としてアンピシリン (Amp)、クロラムフェニコール (Cm)、カナマ
イシン (Km) をそれぞれ 100 mg/mL、25 mg/mL、50 mg/mLの終濃度となるよう添加した。培養は
37°Cで実施し、液体培養の場合 120 rpmで 12時間振とうを行った。C. glutamicumの試験管培
養は、CM-Dex培地を使用した。必要に応じて寒天 20 g/L、抗生物質として Cm、Kmをそれぞれ
5 mg/mL、25 mg/mLの終濃度となるよう添加した。培養は 30°Cで実施した。C. glutamicumの形
質転換はエレクトロポレーション法にて実施した。 
菌株培養評価は試験管培養系で行い、必要な抗生物質を含む CM-Dex培地 2 mLに対し、プ





株から青エーゼ (Nunc、ループ容積 10 mL) 1かき分を植菌し、シード培地 40 mLに接種し、坂口
フラスコ培養系で 30°C、120 rpmで終夜振とう培養した。その培養液 15 mLをメイン培地 240 mL
に接種し、1 L容量培養装置 (BSS-01NP、エイブル) にて培養を実施した。培養温度 30°C、培
養 pH 7、攪拌速度 650rpm (一定攪拌)、培養 pH 7.0になるようにアンモニアガスで制御し、培養
液量あたりの通気量 (vvm) として 1/2 vvmに制御して培養した。 
U1A*-RNA生産量評価のためのジャーファーメンター培養は、CM-Dex培地プレートに生えて
きた菌体を青エーゼ (Nunc、ループ容積 10 mL) 摺り切り 5かき分をメイン培地 5 mLに懸濁し
た。その懸濁液 5 mLをメイン培地 300 mLに接種し、1 L容量培養装置にて培養を実施した。培










2.3.1  pBS4S-Δrnc構築 
 C. glutamicum R株の RNase IIIのアミノ酸配列情報 25と配列比較を行うことにより、C. 
glutamicum 2256株のゲノム上の rnc遺伝子を特定した。その rnc遺伝子を欠損させるために必
要な情報として、その ORF領域と、その上流領域と下流領域の各々約 1 kbpずつの DNA塩基
配列情報を用いた。 
 2256株の菌体から、DNeasy Blood & Tissue Kit （キアゲン） を用いてゲノム DNA (gDNA) を
取得し、これを鋳型として、プライマー1 と 2を使用して rnc遺伝子の上流約 1 kb分の DNA断片
を、プライマー3 と 4を使用して rnc遺伝子の下流約 1 kb分の DNA断片を、PrimeSTAR GXL 
DNA Polymerase （タカラバイオ） を用いた PCRにより取得した。続いて、これらの DNA断片
を、sacB遺伝子を有するプラスミド pBS4Sに以下の手順で連結した。まず、pBS4Sを鋳型とし、プ
ライマー5 と 6を使用して、PrimeSTAR GXL DNA Polymeraseを用いた PCRにより、pBS4Sの増
幅断片を取得した。次に上記で取得した rnc遺伝子上流域と下流域の両 DNA断片と pBS4Sの
増幅断片を、In-Fusion HD Cloning Kitにより連結した （図 4-2） 。その反応溶液を用いて、E. 
coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB寒天培地上に
塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Kmを終
濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株
の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitによりプラスミド抽出し、シーケンス解析により、rnc









2.3.2  chlI遺伝子部分配列 dsRNA生産プラスミド構築 
「各種プロモーター配列 - KpnI認識部位 - NheI認識部位」を導入した pPK4-P-KpnI-NheI
を、次のように構築することにした。cspBプロモーター配列の増幅断片は 2256株由来 gDNAを
鋳型としてプライマー14 と 15を使用し、F1プロモーター配列の増幅断片は人工遺伝子合成品の
F1プロモーター配列 9を鋳型としてプライマー16 と 17を使用し、F2プロモーター配列の増幅断
片は人工遺伝子合成品の F2プロモーター配列 10を鋳型としてプライマー18 と 19を使用し、F3
プロモーター配列の増幅断片は人工遺伝子合成品の F3プロモーター配列 11を鋳型としてプライ
マー20 と 21を使用し、PrimeSTAR HS DNA Polymerase （タカラバイオ） を用いた PCRによる各
種プロモーターの増幅断片を取得した。また、pPK4を鋳型としてプライマー12 と 13を用いて、
PrimeSTAR GXL DNA Polymeraseを用いた PCRによる KpnI認識部位-NheI認識部位を導入し
た pPK4増幅断片を取得した。各種プロモーター断片と pPK4の増幅断片を混合し、In-Fusion 
HD Cloning Kitを使用して 2つの断片を連結し、E. coli JM109 コンピテントセルに形質転換し、
取得したコロニーからプラスミド抽出を行い、pPK4-PcspB-KpnI-NheI、pPK4-Pf1-KpnI-NheI、
pPK4-Pf2-KpnI-NheI、pPK4-Pf3-KpnI-NheIの 4種のプラスミドを取得した （図 4-3） 。 
次に、クロロフィル生合成遺伝子サブユニット chlI配列 22が pTAKN-2に挿入された pTAKN-
2-chlIを人工遺伝子合成品の購入によって入手した。pTAKN-2-chlIに各種プロモーター配列を
組み込み、pTAKN-2-chlI-Prevを次のように構築することにした。cspBプロモーター配列の増幅
断片は 2256株由来 gDNAを鋳型としてプライマー25 と 26を使用し、F1プロモーター配列の増
幅断片は人工遺伝子合成品の F1プロモーター配列 9を鋳型としてプライマー27 と 28を使用し、
F2プロモーター配列の増幅断片は人工遺伝子合成品の F2プロモーター配列 10を鋳型としてプ
ライマー29 と 30を使用し、F3プロモーター配列の増幅断片は人工遺伝子合成品の F3プロモー
ター配列 11を鋳型としてプライマー31 と 32を使用し、PrimeSTAR HS DNA Polymeraseを用いた
PCRにより各種プロモーター増幅断片を取得した。また、pTAKN-2-chlIを鋳型として、プライマー




断片を混合し、In-Fusion HD Cloning Kitを使用して 2つの断片を連結し、E. coli JM109 コンピテ
ントセルに形質転換し、取得したコロニーからプラスミド抽出を行い、pTAKN-2-chlI-PcspBrev、
pTAKN-2-chlI-Pf1rev、pTAKN-2-chlI-Pf2rev、pTAKN-2-chlI-Pf3revを取得した。各々のプラスミ
ドを鋳型として、プライマー33 と 34、プライマー33 と 35、プライマー33 と 36、プライマー33 と 37を
使用して、PrimeSTAR HS DNA Polymeraseを用いた PCRにより、各々の DNAを調製した後、制
限酵素 KpnI と NheIの二ヵ所同時切断を行った。さらに、pPK4-PcspB-KpnI-NheI、pPK4-Pf1-
KpnI-NheI、pPK4-Pf2-KpnI-NheI、pPK4-Pf3-KpnI-NheIに対して、制限酵素 KpnI と NheIの二ヵ
所同時切断を行った後、各々に対応する先の制限酵素 KpnI と NheIの処理産物を混合し、














2.3.3 F1プロモーターを用いたモデル U1A*-RNA生産用プラスミド構築 
コリネ型細菌に感染するバクテリオファージ BFK20由来の F1プロモーター配列 (GenBank 
Acc. No. L13772) 78からプロモーター作用領域 9およびターミネーター領域 3877、核小体低分子
リボ核タンパク質 U1Aへの結合能を有する U1A タンパク質結合配列 3980からなる「F1プロモー
ター配列 - リンカー配列 - U1A タンパク質結合配列 - ターミネーター配列」と配置した RNA転
写ユニット (U1A*-RNA転写ユニット 40) の人工遺伝子合成品をユーロフィンジェノミクスより購
入した。U1A*-RNA転写ユニット増幅断片は、その人工遺伝子を鋳型として、プライマー43 と 44
を使用し、PrimeSTAR HS DNA Polymeraseを用いた PCRにより取得した。さらに pPK4ベクター
増幅断片は、pPK4を鋳型とし、プライマー41 と 42を使用し、KOD FX NEO を用いた PCRにより
取得した。これらの DNA断片を混合し、In-Fusion HD Cloning Kitにて、両 DNA断片を連結し
た。この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、kmを終濃度 50 
mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現
したコロニーを選抜し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施し
た。こうして得られた形質転換株の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitを用いてプラスミド
DNAを抽出し、DNA配列の解析により目的とするプラスミドを確認し、これを pPK4-Pf1-U1A*と
















ーと gapA遺伝子プロモーターの増幅断片は、2256株由来 gDNAを鋳型として、プライマー45 と





辺 600 bp （予想される転写開始点より上流 500 bp＋下流 100 bp） を予測プロモーター領域とし
た。ncRNA744、Rg0322、ncRNA1799、ncRNA1161、Rg2918、Rg3060由来プロモーター領域の
増幅断片を、2256株由来 gDNAを鋳型として、プライマー49 と 50、51 と 52、53 と 54、55 と 56、
57 と 58、59 と 60を使用し、PrimeSTAR GXL DNA Polymerase を用いた PCRにより取得した。 
rRNA遺伝子は、一般的に強力なプロモーターにより転写されることが分かっている。rRNA除
去処理をせずに RNA-seq解析に供したサンプルのデータを元に転写量の多い 2種の rRNAの
プロモーター領域 rrn1、rrn2を、プライマー61 と 62、63 と 64を使用し、PrimeSTAR GXL DNA 
Polymeraseを用いた PCRによりプロモーター増幅断片を取得した。pPK4-U1A*ベクター増幅断
片は、pPK4-Pf1-U1A*を鋳型としてプライマー65 と 42を使用し、PrimeSTAR GXL DNA 
Polymeraseを用いた PCRにより取得した。各プロモーター断片と pPK4-U1A*ベクター断片をそ
れぞれ混合し、In-Fusion HD Cloning Kitにて、両 DNA断片を連結した。この反応溶液を用い
て、E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB寒天培地
上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Km
を終濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転
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PrimeSTAR GXL DNA Polymeraseを用いた PCRにより取得した。pVC7N、pVC7H1、pVC7H2プ
ラスミドの増幅断片は、pVC7N、pVC7H1、pVC7H2を鋳型とし、プライマー68 と 69を使用し、
KOD FX NEO を用いた PCRにより取得した。このようにして得た増幅断片を混合し、In-Fusion 
HD Cloning Kitにて、両 DNA断片を連結した。この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピ
テントセルを形質転換し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩
培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む
LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株の培養菌体から
QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミド DNA を抽出し、DNA配列の解析により目的とす
るプラスミドを確認し、これを pVC7-U1A*-1、pVC7H1-U1A*-1、pVC7H2-U1A*-1 と命名した (図
4-6) 。 
pPK4-U1A*-1、pPK4H1-U1A*-1プラスミドの構築を行った。U1A*-RNA転写ユニット増幅断
片は、pVC7-U1A*-1プラスミドを鋳型として、プライマー70 と 71を使用し、PrimeSTAR GXL 
DNA Polymeraseを用いた PCRにより取得した。pPK4、pPK4H1プラスミドの増幅断片は、
pPK4、pPK4H1を鋳型として、プライマー72 と 73を使用し、PrimeSTAR GXL DNA Polymeraseを
用いた PCRにより取得した。このようにして得た増幅断片を混合し、In-Fusion HD Cloning Kitに
て、両 DNA断片を連結した。この反応溶液を用いて、E. coli JM109株コンピテントセルを形質転
換し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、
LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB液体培地に植







図 4-6 U1A*-RNA発現系の説明図 
(A) U1A*-RNA発現系の模式図。Pf1は白矢印、ターミネーター (Ter) は黒線で示す。斜線部分
U1A-bdは U1 snRNAの SL-II領域を含む。U1A*-RNA発現ベクターとしては、pVC7、pVC7H1
と pVC7H2を採用し、波線は転写後の U1A*-RNA (約 160塩基長) を示す。 (B) Pf1配列、
U1A*-RNA をコードする配列とターミネーターを含む DNA配列情報。星印は Pf1の転写開始





2.3.6 U1A-RBD タンパク質分泌発現用プラスミド構築 
Tat分泌機構を介した U1A-RBD タンパク質分泌発現系を次のように構築した。cspB遺伝子の
プロモーターの下流に、TorA タンパク質に由来する分泌シグナル配列 (TorA-ss)、プロプロテイン
グルタミナーゼ (pro-PG) 83、リンカーペプチド （PL） 、U1A タンパク質結合ドメイン、ヒスチジンタ
グ (His-tag) 配列をコードした DNA配列を設計し、それを人工遺伝子合成品として購入した (図
4-7) 。U1A-RBD タンパク質分泌発現ユニットの増幅断片は、その人工遺伝子合成品を鋳型とし
てプライマー74 と 75を使用した PCRにより取得した。pPK6の増幅断片は、pPK6プラスミドを鋳
型としプライマー76 と 77を使用した PCRにより取得した。このようにして得た増幅断片を混合し、
In-Fusion HD Cloning Kitにて、両 DNA断片を連結した。この反応溶液を用いて、E. coli JM109
株コンピテントセルを形質転換し、Kmを終濃度 50 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して
37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Kmを終濃度 50 
mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株の培養
菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitを用いてプラスミド DNAを抽出し、DNA配列の解析により









図 4-7 融合型 U1A*-RBD タンパク質発現系の説明図 
(A) TorA-ssは Escherichia coli TorA シグナル配列、Pro-PGはプロ型プロテイングルタミナーゼ
配列、LPはリンカーペプチド配列、U1Aは U1A*-RNA との結合領域をコードする配列、His-tag
は Hisの 6アミノ酸残基(His(x6))コード配列を示す。 (B) 分泌前の融合型 U1A*-RBD タンパク
質のアミノ酸配列。シグナルペプチド TorA (青色), pro-PG (黒色), リンカーペプチド(緑色), U1A-
RBD タンパク質(赤色)、His-tag (紫色)で示す。 (C) 分泌後の融合型 U1A*-RBD タンパク質のア
ミノ酸配列。Tat分泌機構により、TorAシグナルペプチド部分は除去される。全長 416アミノ酸残










在下ではネガティブマーカーとして機能し生育阻害を引き起こす Bacillus subtilis由来 sacB遺伝
子 62 (Acc. No. X02730) を有しており、相同組換え用プラスミドとして使用する。pBS4Sに rnc遺




を終濃度 25 mg/mLで含む CM-Dex寒天培地に塗布し 30°Cで一晩培養した。その寒天培地に
出現したコロニーを選抜し、1回組換え株とした。 












グルコースを単一炭素源とする最少培地MM-Glc培地で C. glutamicum 2256L株と C. 
glutamicum 2256LΔrnc株を培養した。2つの株を CM-Dex寒天培地に菌体を塗り広げ、30°Cで
一晩培養した後、寒天培地から菌体をかきとり、MM-Glc培地に懸濁した。その後、波長 660 nm
に対する吸光度 （OD660） が 0.01 となるように、MM-Glc培地 5 mLに植菌し L字培養管 (縦
55 mm、横 80 mm、外径 17 mm) で培養を行った。小型振盪培養装置 TVS062CA （アドバンテ
ック東洋） を用い、培養温度 30°C、振盪速度 70 rpmで培養し、各時間の OD660を測定した。 
 
 
2.6 RNA評価のための試験管培養法と RNA抽出法 
Cmまたは Kmを含む CM-Dex培地 2 mlに白エーゼ (Nunc、ループ容積 1 mL) 1かき分を植
菌し、レシプロ培養装置ML-1216-TN (エイブル) を用い、培養温度 30°C、振盪速度 120 rpmで
培養後の培養液 200 mlを回収した。培養液 200 mlに対して、RNAprotect Bacteria Reagent (キア
ゲン) 400 mlを添加して処理した後、上清を除去し菌体画分を回収した。次に、菌体画分に 15 
mg-Lysozyme （シグマアルドリッチ） /ml-TE緩衝液 225 mlを添加し室温で 30分間反応させた
後、20 mg/mL Proteinase K （タカラバイオ） 25 mlを添加して室温で 30分間反応させた。TRIzol 
LS （サーモフィッシャーサイエンティフィック） を用いて total RNA抽出を行った後、イソプロピル
アルコール沈殿精製を行い、RNase-free水 50 mlで溶解し total RNA溶液を調製した (図 4-8) 。
ジャーファーメンター培養サンプルに関しては、各培養時間の培養液 100 mlに対して、
RNAprotect Bacteria Reagent 200 mlを添加し処理した後、上記と同様に RNA抽出を行った。最
後の溶出工程に関しては、RNase-free水 100 mlで溶解し、total RNA溶液を調製した。 
得られた total RNA溶液について、Novex TBE Gels, 6% （サーモフィッシャーサイエンティフィ
ック） を用いて total RNA分析を実施した。抽出した total RNAの濃度は NanoDrop 2000 （サー
モフィッシャーサイエンティフィック） を使用し OD260の値から算出した。各 total RNA溶液 1 ml分
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を、Novex Hi-Density TBE Sample Buffer (5X) (サーモフィッシャーサイエンティフィック) 2 mlおよ
び RNase-free水 7 ml と混合し、ゲルのレーンへアプライし、非変性条件下でのポリアクリルアミド
ゲル電気泳動（PAGE） を実施した。1×TBE (インビトロジェン) を泳動緩衝液として用い、200V, 
28分の条件で泳動を行った。dsRNA用マーカーとして DynaMarker dsRNA (バイオダイナミクス
研究所)、ssRNAマーカーとして DynaMarker RNA Low II (バイオダイナミクス研究所) を使用し
た。 
泳動後のポリアクリルアミドゲルは、SYBR Green II (タカラバイオ) で蛍光染色した後、ゲル撮










抽出された total RNA中には rRNA、tRNA、mRNA、ncRNAが含まれている。真核生物を対
象とした RNA-seqでは通常 poly-A鎖を利用し mRNAのみを精製し発現解析に使用することが
出来るが、原核生物の mRNAには poly-A鎖が付加していないため、真核生物と同様に mRNA
のみを精製することはできない。しかし、rRNAは total RNA中における含有量が一番多いとさ
れ、十分な深度をもって解析を行うには rRNAを除去することが望ましい。そのため、rRNA除去
処理を行った。抽出した total RNAを RNase-Free DNase Set （キアゲン） で処理し DNAを除去
し、Trizol LS Reagentを使用し再度 RNA抽出した。DNA除去済み total RNA各 4 mgから Ribo-
Zero rRNA Removal Kit （Gram-Positive Bacteria） （イルミナ） を用いて rRNAを除去した。 
 
2.8 RNA-seq ライブラリー調製 
rRNAを除去したサンプルと除去未実施サンプルについて、どちらも RNA-seqに供するための
ライブラリー調製を実施した。ライブラリー調製には Truseq stranded mRNA Sample Prep kit （イル
ミナ） を使用した。cDNA合成、3'末端のアデニル化、アダプターライゲーション、PCR増幅、ライ
ブラリーのバリデーション、ライブラリーのノーマライゼーションおよびプーリングを実施して、調製







 Qubitで測定した各ライブラリーの DNA濃度を、平均断片長の数値を用いて nMに換算し、そ
れぞれ 4 nMになるように希釈した後に等量ずつ混合した。混合後のサンプル 5 μL と 0.2Nの
NaOH 5 μLを混合し室温で 5分間インキュベートして変性させ、キット付属の HT1溶液で希釈し




得られたシークエンスデータは、次世代シークエンスデータ解析ソフトウェア CLC Genomics 
Workbench （キアゲン） を用いて以下の通りに解析した。FASTQ形式データを Illumina Paired-










2.11 U1A-RBD タンパク質のコリネ型細菌分泌生産および N末端アミノ酸解析 
エレクトロポレーション法により、pPK6-tU1A-RBD を C. glutamicum YPS010株 84, 85へ導入し、
形質転換体 YPS010/ pPK6-tU1A-RBD株を取得した。得られた形質転換体を、Kmを終濃度 25 
mg/mLで含むMM液体培地 4 mLに植菌し 30°Cで振とう培養した。培養 58時間後の培養液を
遠心分離 (13,800 x g、2分) した後、その上清をMini-UniPrep （孔径 0.45μm、GEヘルスケア） 
を用いて除菌し培養上清液を調製した。この上清液 4 mLに対して NuPAGE LDS Sample Buffer 
(4X) 2.5 mL、NuPAGE Reducing Agent (10X) 1 μL、水 2.5 mLを加え、総液量 10 mlにした後、
70°Cで 10分間熱処理を行ったサンプルを SDS-PAGEにより分析した。泳動ゲルは NuPAGE 4-
12% Bis-Tris Protein Gelsを使用し、泳動後のゲルは SimplyBlue SafeStain （サーモフィッシャー
サイエンティフィック） を用いて染色した。また、培養上清タンパク質は Capturem His-Tagged 
Purification Kit (タカラバイオ) に吸着させ 500 mM イミダゾール溶液で溶出させた。溶出サンプ
ルは、Amicon Ultra centrifugal filters (30 kDa、メルクミリポア) で脱塩濃縮を行い 20 mM TrisHCl 
(pH 7.1) でバッファー交換し、ゲルシフトアッセイに用いた。タンパク質濃度は Pierce BCA Protein 
Assay Kit (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を使用し、キット付属の牛血清アルブミン 
(BSA) を標準物質とした。 
N末端アミノ酸解析を行うために、上記の U1A-RBD タンパク質培養サンプル (8 μg分) の
SDS-PAGEを行った後、iBlot 2 Dry system (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を用いて







2.12 5'-RACEおよび 3'-RACE 
2256LΔrnc/pVC7H2-U1A*-1株を用いて、試験管培養後の菌体サンプルから TRIzol LSを使
用して RNAを抽出し、total RNA溶液を調製した。調製した total RNA溶液を用いて非変性
PAGEを行い、泳動後のゲルを核酸染色試薬 SYBR Green IIで染色した。トランスイルミネーター
CyanoView (アトー) を使用し、染色ゲルから U1A*-RNAバンド (約 160塩基長) とその低分子
量側に位置する副生バンド (U1A*S-RNA、約 110塩基長) の 2つの位置を切り出し、メスで細
かく切り刻んだ後に、500 mL TBE緩衝液 (100 mM Tris, 90 mM boric acid, 1 mM EDTA) に浸し
37°Cで 3時間静置した。その上清を回収し、イソプロパノール沈殿を行い、U1A*-RNA 溶液およ
び U1A*S-RNA溶液を調製した。ゲル切り出し精製により調製した各々2 mg分の RNA溶液に対
して、Poly(A) Tailing Kit (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を用いて RNA分子の 3'末端
に poly(A)付加を行った。その反応溶液を、TRIzol LSを用いて精製した。次に、SMARTer RACE 
5'/3' Kit (タカラバイオ) を使用し first-strand cDNA合成を行い、各々の 5'-RACE用 cDNA溶液
および 3'-RACE用 cDNA溶液を調製した。5'-RACE断片は 5'-RACE用プライマー78を、3'-
RACE断片は 3'-RACE用プライマー79を使用し、SMARTer RACE 5'/3' kitプロトコルに従った
PCRにより取得した。5'-RACE断片と 3'-RACE断片は、キット付属のクローニング用線状化プラ
スミド pRACE と In-Fusion反応で連結し、U1A*-RNA分析用の p5'RACE-U1Aおよび p3'RACE-
U1A、U1A*S-RNA分析用の p5'RACE-U1ASおよび p3'RACE-U1ASの 4種のプラスミドを取得






2.12で poly(A)付加した U1A*-RNAサンプルに対して、RNA 3'-End Biotinylation kit (サーモフ
ィッシャーサイエンティフィック) でビオチン化修飾を施した。ビオチンラベル化 U1A*-RNA 0.85 ng
分に対して、His-tag精製した U1A-RBD タンパク質 0.5 ng、5 ng、50 ng分を混合し、LightShift 
Chemiluminescent RNA EMSA Kit (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を使用し 20 μL 
binding buffer (10 mM HEPES (pH 7.3), 20 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM DTT, 5% (v/v) glycerol, 
0.1 μg/μL of tRNA) 反応系で 25°C、30分間反応した。競合阻害サンプルには、ビオチンラベル
化 U1A*-RNA の 200倍のモル濃度の SL-IIの合成 RNA (5'-GGGCAUUGCACUCCGCCC-3') 
を添加した。反応溶液は 6% PAGEで泳動した後、そのゲルを Biodyne B Nylon Membrane (サー
モフィッシャーサイエンティフィック) に転写した。転写条件は、0.5×TBE緩衝液を使用し、400 
mAで 30分間行った。転写後のメンブレンは Ultraviolet crosslinker (GEヘルスケア) を用いて
120 mJ/cm2の UV照射で固定化した。その後、Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module 









DNA とゲノム DNAを含む total DNAを抽出し、total DNA溶液約 5 ngを鋳型として、3セット 
(82 と 83、84 と 85、86 と 87) の dnaA遺伝子増幅用プライマーと 3セット (88 と 89、90 と 91、92
と 93) の repA遺伝子の増幅用プライマーを用い、SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) を使
用し LightCycler 96 にて qPCRを実施した。また、検量線作成のため pGEM-RD1プラスミド溶液
の 10倍希釈系列を作製し、dnaA遺伝子と repA遺伝子のコピー数定量用の DNA量として 1×










第 3節 結果と考察 
3.1 rnc欠損株の構築とその生育評価 
C. glutamicum 2256L株の RNase III欠損体を作製した。RNase IIIは、rnc遺伝子にコードさ
れ、二本鎖 RNA を特異的に分解する。既往の研究 25で C. glutamicum R株の rnc遺伝子欠損
株を作製し、その rnc遺伝子欠損株は生存可能であることが分かっている。C. glutamicum 2256L
株において同様に rnc遺伝子欠損体の作製を試みた。C. glutamicum 2256L株に対して、pBS4S-
Δrncを用いて取得した 2回組換え体について、rnc遺伝子欠損を PCRにより確認した。rnc遺
伝子領域をコロニーPCRにより増幅して、増幅された DNA断片の長さを評価した結果、rnc遺伝
子非欠損体の増幅 DNA断片長は約 3 kbpである一方、rnc遺伝子欠損体の増幅 DNA断片長
は約 2 kbp と減少し、rnc遺伝子の欠損が確認された （図 4-9） 。その内の 1株を rnc遺伝子欠
損株として選抜し、2256LΔrnc株と命名した。L字試験管培養の結果、培養 12時間の時点で
2256L株の OD660は 0.62±0.03に対して 2256LΔrnc株の OD660は 0.40±0.01 と低い値を示す
ことから、rnc遺伝子欠損することによる若干の生育遅延が確認された (図 4-10A) 。また、CM-
Dex培地で試験管系終夜培養した後の細胞形状を、生物顕微鏡 (オリンパス、BX51) を用いて
位相差観察したところ、野生型 2256L株と比較して、2256LΔrnc株では細胞が伸長しているよう
な形態が確認された (図 4-10B) 。C. glutamicum RΔrnc株においても細胞形状の伸長が確認さ
れており 25、C. glutamicum 2256LΔrnc株もそれと同様の形質が備わったことが示された。rnc遺















図 4-10 Δrnc株の生育および細胞形状 
(A) 野生株とΔrnc株の生育曲線。灰色は 2256L株、赤色は 2256LΔrnc株の生育曲線を示
す。各々3クローンにて、その生育を評価した。(B) 野生株とΔrnc株の位相差顕微鏡画像。とも
に CM-Dex培地にて培養し、対数増殖後期からのサンプルを、顕微鏡 (オリンパス、BX51) で





3.2 コリネファージ BFK20由来のプロモーターの利用 
コリネ型細菌のプロモーターの中では、cspB遺伝子や gapA遺伝子のプロモーターが、タンパ









は、BFK20 ファージ DNAを調製し、制限酵素 Sau3AIにより断片化されたファージ DNAを、線
状化したシャトルベクター （pJUP05プラスミド 91） に挿入することで DNA ライブラリーが作製さ
れている。pJUP05は pBL1由来複製起点を有する E. coli - C. glutamicumシャトルベクターであ
り、Km耐性遺伝子をレポーターとしたプロモーター活性評価用プラスミドである。その BFK20 フ
ァージ断片が組み込まれた DNA ライブラリーに対して、選別されてきた BFK20断片配列が「F1」
「F2」と命名されている。しかしながら、C. glutamicum株を用いてのプロモーター活性強度は評価
されていなかった。 
Gen Bankデータベース上には、F1配列 (Gen Bank Acc. No. L13772、269塩基) と F2配列
(GenBank Acc. No. L13364、451塩基) が登録されている。F1配列は、制限酵素 Sau3AIで断片
化した産物であるはずが、その内部に Sau3AI認識配列が位置しており、別々の Sau3AI断片配
列が 2個連なったものと考えられた。F1配列の前半部分は gp33の内部、後半部分は gp43の C




F2プロモーター (Pf2) として記すこととした。またデータベース上には、F1配列や F2配列とは別
に、BFK20由来プロモーター配列が 1つ登録 (Gen Bank Acc. No. L20780) されており、本配列
を F3プロモーター (Pf3) と命名した。Pf1は gp43の C末側領域、Pf2は gp19内領域、そして、
Pf3は gp41内領域にそれぞれ位置しており、Pf1 と Pf3はファージ増殖初期に、Pf2はファージ増
殖後期に活性化すると考えられる。以上、内在性プロモーターとして cspB遺伝子プロモーター 
(PcspB) 、BFK20由来の 3種のプロモーターPf1, Pf2, Pf3を使用し、それらの RNA転写能を評
価することにした。 
RNA生産にあたり、そのモデル RNA として、まずは、ベンサミアナ由来クロロフィル合成関連
遺伝子 chlIの部分配列 (150塩基長) を選択し、その領域を、プロモーターとそれに対向する向
きの同じプロモーターの間に配することにより、二本鎖 RNA (dsRNA) の生成状況を確認すること
とした。PcspB、Pf1、Pf2、Pf3のプロモーター配列を用いた dsRNA転写用プラスミドを構築し、
2256株及び 2256LΔrnc株に導入することで各形質転換体を取得した。それらの試験管培養を
行い、培養菌体から抽出した total RNA溶液を用いて非変性 PAGEを実施した。PcspB、Pf2、Pf3
プロモーターを使用した dsRNA転写用プラスミドの、2256L株および 2256LΔrnc株への形質転
換株において、rRNAや tRNA といった内在性 RNA以外のバンドは確認されなかった。Pf1プロ
モーターを用いた dsRNA転写用プラスミド pPK4-Pf1-chlI-Pf1rev導入株において、2256L株を用
いた場合ではバンドは検出されなかった一方、2256LΔrnc株を用いた場合では、約 300塩基対
の位置にバンドが確認された (図 4-12A) 。chlI配列部分の鎖長は 150塩基長であったが、Pf1
による転写開始点から chlI配列までの距離が 80塩基長程度あり、その結果として 300塩基長
程度の dsRNAが生成されたと考えられる。すなわち、検出されたバンドは chlI部分配列および






(図 4-11) 。つまり、Pf2がプロモーターとしての機能が弱かった原因として、宿主 C. glutamicum
由来のシグマ因子以外に BFK20 ファージ由来のシグマ因子の存在が必要だった可能性がある。 
 
 









図 4-12 ファージ由来プロモーターの転写活性評価 
(A) chlI部分配列を発現する各種の発現プラスミドをもつ形質転換株から抽出した total RNAの
非変性 PAGE分析。PcspB: pPK4-PcspB-chlI-PcspBrev、Pf1: pPK4-Pf1-chlI-Pf1rev、3: pPK4-Pf2-
chlI-Pf2rev、4: pPK4-Pf3-chlI-Pf3rev。赤矢印は Pf1により chlI部分配列を含む領域が転写され
生成された RNAバンドを示す。(B) Pf1使用時の chlI部分配列の転写予想図。赤色部分は chlI








3.3 U1A*-RNAの転写系構築ならびに F1プロモーターの活性評価 
次に、一方向からの ssRNA転写系において、C. glutamicumの内在プロモーターと Pf1 との比
較を行うことにした。対象のモデル RNA として、真核生物での RNAスプライシングに関与する
U1A-RNAの部分配列を採用した。シャトルベクターpPK4に RNA発現系として、「各種プロモー
ター配列 – ヒト由来 U1A-RNA部分配列 - BFK20由来ターミネーター」を挿入したものを作製し 
(図 4-13A) 、転写される RNAを U1A*-RNA と命名した。RNA転写終結に要するターミネーター
配列は、ρ因子の発現量や発現タイミングの影響を受けないρ因子非依存性のターミネーター配
列として、コリネ型細菌ファージ BFK20から抽出したターミネーター配列 (53塩基長) を使用す
ることにした (図 4-11) 。BFK20 ファージが感染したコリネ型細菌内では、転写された RNAがそ
のρ因子非依存性ターミネーター配列で転写終結をすることが分かっている。mfoldによる RNA
二次構造予測の結果から、BFK20由来ターミネーターは 17塩基対のステムを形成するヘアピン
構造を形成することで、ρ因子非依存性の転写終結につながると考えられる (図 4-13A) 。転写
RNAのサイズとしては 160塩基長程度であることが予想された。用いたプロモーターとしては、
Pf1以外に、cspB遺伝子プロモーター (PcspB) 81、gapA遺伝子プロモーター (PgapA) 82の二種
類を選定し、比較した。目的 RNAの発現プラスミドを構築した後、C. glutamicum 2256LΔrnc株
への形質転換体を取得し、試験管培養を実施した。U1A*-RNAの発現評価を実施したところ、
Pf1を使用した場合では、160塩基長のサイズに特異的 RNAバンドが検出され、他の PcspBや











        
 
図 4-13 U1A*-RNAの転写 
(A) モデルとしての U1A*-RNAの一方向な転写系の概要図。なお、U1A*-RNAは鎖長として約






3.4 C. glutamicum 2256LΔrnc/pPK4-Pf1-U1A*株のジャーファーメンター培養評価 
 C. glutamicum 2256LΔrnc/pPK4-Pf1-U1A*株の培養時間ごとの U1A*-RNA蓄積量を調べるた
め、ジャーファーメンター培養を実施した。培養開始後、各々、8, 12, 24, 30, 33, 36, 48時間での、
OD620 (×101)、グルコース消費量、total RNA量を調べた （図 4-14） 。36時間の時点でグルコ
ースは完全に消費し、生育が停止したことが確認された。回収した菌体から抽出された total RNA
量は、培養 8時間時点で最も多く、それ以降徐々に減少する傾向があることが分かった （図 4-
14C） 。非変性 PAGEの結果から、目的とする U1A*-RNA と思われるバンドは 8時間時点で検
出され、30時間以降と比較し、顕著な差はみられなかった （図 4-15） 。なお、培養開始後 12時
間、24時間での U1A*-RNAのバンドの乱れは、RNA抽出時に持ち込まれる培養菌体由来の何
らかの夾雑物による影響と推察している。以上の結果から、培養開始後 8時間、24時間、36時
間、48時間後の菌体抽出 total RNAサンプルを用いて RNA-seqに使用することで、強力な転写
活性を有するプロモーターを選別することにした。 
 
図 4-14 ジャーファーメンター培養時の培養プロファイル 





図 4-15 培養経時サンプル抽出 RNAの非変性 PAGE結果 















表 4-3A Forwardにマッピングした際の転写量上位の遺伝子 
アノテーション名 アノテーション位置 
RPKM 
8h 24h 36h 48h 
2256_ncRNA_1161_ex 1470800..1471923 76848  88304  222940  393914  




69806  26831  33841  9005  
















25590  15368  21538  1192  
 
表 4-3B Reverseにマッピングした際の転写量上位の遺伝子 
アノテーション名 アノテーション位置 
RPKM 
8h 24h 36h 48h 









する遺伝子 （rrn gene） は一般的に強力なプロモーターによって転写されると言われているた
め、rrnのプロモーターも転写活性評価の対象とした。rRNA除去の工程を経ずに調製した RNA
を用いた RNA-seqの結果 （表 4-4） から、rrn geneのうち発現量が高かった 2個 
（Blact2256Rg3607を rrn1、Blact2256Rg3609を rrn2 とした） を選び、表 4-4において赤字で示
すアノテーションのプロモーターと思われる領域を、U1A*-RNAのコード領域の上流に挿入し、転










8h 24h 36h 48h 






43604 17745 56568 44881 
2256_ncRNA_2080 2632828..2634277 - 52496 34873 39126 40535 











- 5041 37037 4825 12021 
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構築した各 RNA発現プラスミドを 2256LΔrnc株に導入し、菌体内の U1A*-RNA蓄積量を評


















図 4-16 各種のプロモーターによって転写された U1A*-RNAの蓄積量の比較 
赤色矢印は Pf1により転写された U1A*-RNA を、水色矢印は内在性プロモーターにより転写さ










は pPK4H1に導入した pPK4-U1A*-1、pPK4H1-U1A*-1を構築した。C. glutamicum 2256L株ま
たは 2256LΔrnc株の各形質転換株を取得し、その培養菌体における U1A*-RNAの蓄積状況
を分析した (図 4-17) 。2256L/pVC7-U1A*-1株では U1A*-RNAのバンドは検出されない一方
で、rnc遺伝子を欠損した 2256LΔrnc/pVC7-U1A*-1株では U1A*-RNAのバンドが検出され
た。U1A*-RNAは分子内結合を行うことでヘアピン構造を含む二本鎖 RNA構造 (図 4-1) を形
成すると予測され、二本鎖 RNA分解酵素をコードする rnc遺伝子の欠損は U1A*-RNAの安定
化に寄与すると考えられる。また、より高コピー数プラスミドを使用した pVC7H1-U1A*-1、
pVC7H2-U1A*-1、pPK4H1-U1A*-1の場合、pVC7-U1A*-1 と比較し、U1A*-RNAのバンドは増
加し、内在性 RNAである 5S, 16S, 23S rRNAや tRNAよりも明瞭なバンドとして検出され、著量
の U1A*-RNAが菌体内に蓄積していることが示された。第 2章および第 3章で測定したプラスミ
ドのコピー数と、それに対応するプラスミドから転写された U1A*-RNA蓄積量の相関係数を算出
したところ 0.66 となり正の相関を示すことが分かった。 
また、PAGE上に、U1A*-RNAバンド (約 160塩基長) とは別に、低分子量側に位置する約
110塩基長のバンドが確認された。このバンドは、U1A*-RNAよりも少量で、U1A*-RNAの増減





図 4-17 高コピー数プラスミド使用時の U1A*-RNAの生産 
各種株を試験管にて培養したのち、菌体から抽出した total RNAの非変性 PAGE分析を行った。
非変性 PAGE結果の下には、培養サンプルを 51倍希釈した時の OD620の値 (OD620 (×51)) 、
U1A*-RNA と U1A*S-RNAの生産量を示す。レーンMは ssRNAマーカーであり、本マーカーの
バンド強度を元に定量を行った。U1A*-RNAに相当するバンドを黒矢印、U1A*-RNA由来と考え
られるバンド (U1A*S-RNA) を白矢印で示す。n.d. はバンドとして検出されず定量出来なかった






3.7 生産 RNAの構造解析 
U1A*-RNA とその副生物と考えられる U1A*S-RNA を、5’- & 3’-RACE法に基づき、5’末端お
よび 3’末端の構造解析を実施した。5’-RACE解析の結果、U1A*-RNAの 5’末端は転写開始点
と推定される Gであった (図 4-18A) 。3’-RACE解析の結果、U1A*-RNAの 3’末端ではターミ
ネーター配列のステムループ構造形成後の UUで終結 (図 4-18B) しておりρ因子非依存的終
結が起こっている。したがって、U1A*-RNAは設計通りに転写開始から転写終結が起こっている
ことが示された。U1A*S-RNAの 5’末端は U1A*-RNA と同様に転写開始点は Gである一方、3’
末端は U1A*-RNA と異なりターミネーター配列の前であることが明らかになった。つまり、
U1A*S-RNAは U1A*-RNAの 3’側の 50、60塩基程度が欠如した RNAであり、U1A*-RNAの
鎖長は 158~160塩基であるのに対して、U1A*S-RNAは 99~107塩基であることが示された。
U1A*S-RNAの転写終結位置近傍に、ターミネーター配列以外に転写終結をもたらす配列は見







図 4-18 コリネ型細菌により生産された U1A*-RNA構造解析 












3.8 U1A*-RNA と U1A結合タンパク質との結合活性評価 
コリネ型細菌により生産した組換え U1A*-RNA が特異的タンパク質結合能を有するか確認す
るため、ゲルシフトアッセイ法によって U1A*-RNA と U1A結合タンパク質 (U1A-RBD) の結合
活性を評価した。まず、コリネ型細菌タンパク質分泌系 （Tat系） を用いて、プロ体グルタミナー
ゼ (pro-PG) と U1A-RDB との融合型 U1A-RBD タンパク質を調製した。pro-PGは TorAシグナ
ルペプチドを介した Tat輸送系によって分泌発現可能であり 84、その分泌過程でシグナル配列部
分が切除され、活性型 PGが形成される。発現プラスミド pPK6-tU1A-RBDで形質転換した C. 
glutamicum YPS010株の培養上清画分を SDS-PAGE分析した結果、融合型 U1A-RBD タンパク
質の推定分子量 49.1 の位置にバンドが確認された (図 4-19A) 。また、His-tag精製サンプルを
使用し、N末端アミノ酸解析を実施したところ、pro-PG タンパク質の最初の 5残基 Asp-Ser-Asn-
Gly-Asnが同定された。以上のことから、分泌過程で TorAシグナル配列が正しく切断された設計
通りの融合型 U1A-RBD タンパク質が得られた。 
精製後の融合型 U1A-RBD タンパク質を用いて、ゲルシフトアッセイ法によって C. glutamicum
で生産した組換え U1A*-RNAの結合活性を評価した。試験管反応系で生産した U1A*-RNAに
対して、融合型 U1A-RBD タンパク質を添加することで、その複合体と思われるバンドが検出され
ることから、U1A*-RNAは U1A-RBD タンパク質と結合することが分かった (図 4-19B) 。また、
競合阻害用 RNA として SL-IIの化学合成 RNAを過剰量添加したところ、その組換え U1A*-
RNA と U1A-RBD タンパク質との結合が抑制されることから、その結合は特異的であることが示







図 4-19 U1A*-RNA と U1A-RBD との特異的相互作用検出 
(A) コリネ型細菌による融合型 U1A*-RBD タンパク質分泌サンプルの SDS-PAGE分析。
YPS010/pPK6-tU1A-RBD株の培養上清サンプル (lane 1) および培養上清を His-tag精製した
サンプル (lane 2) を泳動した。赤矢印は融合型 U1A-RBD タンパク質バンドを示す。(B) EMSA
法による U1A*-RNA と U1A-RBD タンパク質との結合解析。U1A*-RNAの EMSA分析として、
His-tag精製後の融合型 U1A-RBD タンパク質を 110 pM (lane 1) 、1.1 nM (lane 2) 、11 nM 








3.9 ジャーファーメンター培養による U1A*-RNA過剰生産 
試験管培養系で U1A*-RNA生産菌の培養評価を行い、2256LΔrnc/pVC7H2-U1A*-1株では
目的とする U1A*-RNAは培養液あたり 100 mg/Lを超える高い生産性を示した。一般的に、試験
管培養系では通気量や pHを制御することが出来ず、培養後半の培地中では溶存酸素は枯渇し







U1A*-RNA蓄積は菌の生育に影響を与えないことが分かった (図 4-20A) 。U1A*-RNA生産量
は対数増殖期後半まで増加し、培養 24時間後には培養液あたり 308±4 mg/Lに達することが
分かった (図 4-20B、表 4-6) 。培養 24時間以降は U1A*-RNA蓄積量は増加せずに、培養 42





図 4-20 U1A*-RNA生産菌のジャーファーメンター培養評価 
(A) 2256LΔrnc/pVC7H2株および 2256LΔrnc/pVC7H2 -U1A*-1株の生育曲線。平均値と標準偏
差は 3回の実験値から算出した。エラーバーは小さく図示出来なかった。 (B) 各培養時間での
2256LΔrnc/pVC7H2 -U1A*-1株培養サンプルから抽出した total RNAの PAGE分析。lane 1は
培養 15時間、lane 2は培養 18時間、lane 3は培養 21時間、lane 4は培養 24時間、lane 5は培
養 28時間、lane 6は培養 42時間のサンプルである。U1A*-RNAに相当するバンドを黒矢印、
U1A*S-RNA を白矢印で示す。 
 





total RNA量 (mg/L)a 
15 183 ± 9 608 ± 9 
18 220 ± 4 784 ± 14 
21 258 ± 13 771 ± 25 
24 308 ± 4 673 ± 10 
28 308 ± 8 548 ± 2 
42 111 ± 7 275 ± 13 




第 4節 結言 















U1A*-RNA生産量は 2倍程度に向上し、培養 24時間で培養液あたり約 300 mg/Lに達した。
RNAの蓄積量は、その目的 RNAの塩基配列に依存するが、この成績は既知の組換え RNA生


























候補として注目されている。標的害虫の生育に必須な遺伝子に対する二本鎖 RNA （dsRNA） が
細胞内に取り込まれることで RNA干渉 （RNAi） を誘導し、その遺伝子の発現が抑制されると、
害虫の成長は阻害される。このような機能を持つ RNA分子は、RNA殺虫剤または RNA農業資
材と名付けられている 31, 94。これまでに RNA農業資材のモデル害虫としてニジュウヤホシテント
ウ Henosepilachna vigintioctopunctataが選択され、この害虫に対する RNAiの dsRNAの影響が




































C. glutamicum  2256L 2256株からpAM330を脱落させた株 ― 第2章
C. glutamicum  2256LΔrnc 2256L株のrnc遺伝子欠損株 ― 第4章
E. coli  JM109
endA1 , recA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk−, mk+), relA1, supE44 , λ




pHSG399（タカラバイオ）とpAM330を結合し構築したE. coli  - コリネ
型細菌シャトルベクターで、正確な配列情報に更新したpVC7系プラ

































本章では表 5-2に記載の DNAプライマーと DNA配列を使用した。 









































pVC7(Pf1-Hviap)_F pVC7-Pf1-Hviap構築用 GCTGTTGTATTTCTAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAG 13
Pf1-Hviap_KpnI-F KpnI認識配列挿入用 CCAGGTACCGATCTACTCGTTACTCAAGGC 14


















rp49 qPCR_F ATAGGGTTAGAAGACGTTTCAAGGG 21
rp49 qPCR_F CTTCCAATTCTCTGACATTATGCAC 22
diap qPCR_F ATTGAATTTGGCAAGCATGAGGACA 23











プラスミド構築のために用いた E. coli JM109株の形質転換株の培養は、LB培地を用いた。必
要に応じて寒天 15 g/L、抗生物質としてクロラムフェニコール (Cm) を 25 mg/mLの終濃度となる
よう添加した。培養は 37°Cで実施し、液体培養の場合 120 rpmで 12時間振とうを行った。C. 
glutamicumの試験管培養は、CM-Dex培地を使用した。必要に応じて寒天 20 g/L、抗生物質とし
て Cmを 5 mg/mLの終濃度となるよう添加した。培養は 30°Cで実施した。C. glutamicumの形質
転換はエレクトロポレーション法にて実施した。菌株培養評価は試験管培養系で行い、必要な抗
生物質を含む CM-Dex培地 2 mLに対し、プレートに生えてきた菌体を白エーゼ (ループ容積 1 
mL) 摺り切り 1かき分を植菌して 30°C、120 rpmで 18時間振とう培養を行った。 
ジャーファーメンター培養は、CM-Dex培地プレートに生えてきた菌体を青エーゼ (Nunc、ルー
プ容積 10 mL) 摺り切り 5かき分をメイン培地 5 mLに懸濁した。その懸濁液 5 mLをメイン培地
300 mLに接種し、1 L容量培養装置にて培養を実施した。培養温度 30°C、培養 pH 7、培養開
始時は攪拌速度 650 rpmでその後は溶存酸素濃度を 5%以上に保つよう攪拌速度を制御し、培








F1プロモーター配列 1の内部の XhoI制限酵素サイトを除去した F1プロモーター配列 (−
XhoIサイト) 2は人工遺伝子合成品としてユーロフィンより購入した。F1プロモーター配列の増幅
断片は、その人工遺伝子合成品 2を鋳型とし、プライマー3 と 4を使用して PrimeSTAR HSを用
いた PCRにより取得した （図 5-1） 。pVC7Nベクター断片は、pVC7Nを鋳型とし、プライマー5
と 6を使用して KOD FX NEOを用いた PCRにより取得した。このようにして得た両 DNA断片を
混合し、In-Fusion HD Cloning Kitにより連結した。その反応溶液を用いて、E. coli JM109株コン
ピテントセルを形質転換し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一
晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現したコロニーを選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含
む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施した。こうして得られた形質転換株の培養菌体から
QIAprep Spin Miniprep Kitによりプラスミド抽出し、シーケンス解析により DNA配列を確認し、こ
れを pVC7-Pf1rev と命名した。 
pVC7-Pf1revの F1プロモーターの下流に制限酵素 KpnI認識部位および XhoI認識部位を導
入した pVC7-KpnI-XhoI-Pf1revプラスミドは、KOD –Plus- Mutagenesis Kitを用いて次のように
作製した。pVC7Nプラスミドを鋳型に、プライマー6 と 7を用いて PCRを行った。PCR産物にキッ
ト付属の制限酵素 DpnIを加えて鋳型プラスミドの消化反応を行った後、その直鎖状プラスミドを
含む反応液を用いてキット付属の T4 Polynucleotide Kinaseおよび Ligation highによるセルフラ
イゲーション反応を実施した。その反応液で E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Cm
を終濃度 25 mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天
培地上に出現したコロニーを選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう




F1プロモーターの直後に H. vigintioctopunctata由来 diap1遺伝子の部分配列 (Hv-diap) を
連結した DNA配列を含むプラスミド pVC7-Pf1-Hviapの構築を次のように実施した。F1プロモー
ターの DNA断片は、F1プロモーター (−XhoIサイト) 2を鋳型とし、プライマー9 と 10を使用して
PrimeSTAR HSを用いた PCRにより取得した。Hv-diap配列の DNA断片は、人工遺伝子合成
品としてユーロフィンより購入した Hv-diap配列 8を鋳型として、プライマー11 と 12を使用し、
PrimeSTAR HSを用いた PCRにより取得した。pVC7ベクター断片は、pVC7を鋳型としてプライ
マー6 と 13を使用し、KOD FX NEO を用いた PCRにより取得した。これら 3種の断片を混合し、
In-Fusion HD Cloning Kitにより連結し、目的とするプラスミドを確認した。 
pVC7-Pf1-Hviapを鋳型として、プライマー14 と 15を使用し、PrimeSTAR HSを用いた PCRに
より、「F1プロモーター-Hv-diap配列」の 5’側に KpnI認識部位を、3’側に XhoI認識部位を付加
した DNA断片を取得した。そして、本 DNA断片と、pVC7-KpnI-XhoI-Pf1revの各々に対し、制
限酵素 KpnI及び XhoIによる切断を行った後、MinElute PCR Purification Kitで精製を行い、両
精製産物を混合し、Ligation high Ver.2 （東洋紡） を用いてライゲーション反応を行い、両 DNA
断片を連結した。その反応液で E. coli JM109株コンピテントセルを形質転換し、Cmを終濃度 25 
mg/mLで含む LB寒天培地上に塗布して 37°Cで一晩培養した。その後、LB寒天培地上に出現
したコロニーを選抜し、Cmを終濃度 25 mg/mLで含む LB液体培地に植菌し振とう培養を実施し
た。こうして得られた形質転換株の培養菌体から QIAprep Spin Miniprep Kitを用いてプラスミド










図 5-1 pVC7-Hviapプラスミド構築の流れ 
 
 
2.3.2  pVC7H1-Hviapおよび pVC7H2-Hviapの構築 
pVC7-Hviapの高コピー数化変異体である pVC7H1-Hviap、pVC7H2-Hviap pVC7-Hviapは
KOD –Plus- Mutagenesis Kitを用いて次のように作製した。pVC7-Hviapを鋳型として、プライマ
ー16 と 18またはプライマー17 と 18を用いて PCRを行い、1塩基置換した DNA断片溶液を取
得した。その反応溶液にキット付属の制限酵素 DpnIを加えて鋳型プラスミドの消化反応を行った
後、その直鎖状プラスミドを含む反応液を用いてキット付属の T4 Polynucleotide Kinaseおよび
Ligation highによるセルフライゲーション反応を実施した。その反応液で E. coli JM109株コンピ





QIAprep Spin Miniprep Kit を用いてプラスミド DNA を抽出し、DNA配列の解析により目的とす
るプラスミドを確認した。 
 
2.4 RNA評価のための試験管培養と RNA抽出法 
Cmを終濃度 5 mg/mLで含む CM-Dex培地 2 mLに白エーゼ 1かき分を植菌し、レシプロ培
養装置ML-1216-TNを用い、培養温度 30°C、振盪速度 120 rpmで 18時間培養後の培養液 200 
mLを回収した。培養液 200 mLに対して、RNAprotect Bacteria Reagent 400 mLを添加し処理した
後、上清を除去し菌体画分を回収した。次に、菌体画分に 15 mg-Lysozyme/mL-TE緩衝液 225 
mlを添加し室温で 30分間反応させ、更に 20 mg/mL Proteinase Kを 25 mL添加して室温で 30分
間反応した。TRIzol LSを用いて RNA抽出を行った後、RNase-free水 50 mLで溶解し、total 
RNA溶液を調製した。total RNAの濃度は NanoDropを使用して OD260の値から算出した。total 
RNA溶液は、Novex TBE Gels (6%) を用いて PAGE分析を行った。各 total RNA溶液 1 mL、
Novex Hi-Density TBE Sample Buffer (5X) 2 mL、1M NaCl 1 mL、RNase-free水 6 mL と混合し、
ゲルのレーンへアプライし、非変性条件下、1×TBEを泳動緩衝液として用い、200V、28分の条
件で泳動を行った。PAGEに用いる dsRNA用マーカーとして DynaMarker dsRNA (バイオダイナ
ミクス研究所) を使用した。泳動後のポリアクリルアミドゲルは、SYBR Green II (タカラバイオ) で
染色した後、ゲル撮影装置 ChemiDoc XRS (バイオラッド) で画像取得し、解析ソフト Quantity 







2.5各種 RNase処理による dsRNA生成確認 
RNase処理は、RNase A (プロメガ) または E. coli由来 RNase III (Ambion) を用いて実施し
た。RNase A処理では、total RNA 1.6 μgに対して RNase Aを 10 ng、NaClを終濃度 125 mMに
なるよう添加し、RNase-free水を加えて反応体積 16 mLで 25°Cで 30分間反応した。RNase III
処理では、total RNA 1.6 μgに対して RNase IIIを 6 units添加した上で、NaCl 200 mM、Tris (pH 
7.9) 12.5 mM、MgCl2 12.5 mM、DTT 1.25 mM となるよう調製し、反応体積 16 mL で 37°Cで 1
時間反応した。1 unitは 37°Cで 1時間反応時に、500 bp dsRNAを 1 mg分解する酵素量であ
る。反応後、各反応溶液に対して、Hi-density TBE sample buffer (サーモフィッシャーサイエンティ
フィック) 4 mLを添加し、Novex TBE Gels (6%) を用いて、非変性 PAGEを行った。 
 
 
2.6 RT-PCRによる目的 diap1*-dsRNA生成確認 
One-step RT-PCRを行うために、高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8由来の逆転写活性を
有する耐熱性ポリメラーゼを用いた RT-PCR Quick Master Mix (東洋紡) を使用した。C. 
glutamicum 2256LΔrnc/pVC7H2-Hviap株の試験管培養後の菌体サンプルから TRIzol LSを使
用して RNA抽出操作を行い、total RNA溶液を調製した。total RNA溶液の非変性 PAGEを行
い、核酸染色試薬 SYBR Green IIで染色した。トランスイルミネーターCyanoViewを使用し、染色
ゲルから diap1*-dsRNA由来バンドを切り出し、メスで細かく切り刻んだ後に、TBE緩衝液 (100 
mM Tris, 90 mM boric acid, 1 mM EDTA) に浸し 37°Cで 3時間静置した。その上清を回収し、イ
ソプロパノール沈殿を行い、diap1*-dsRNA溶液を得た。 
RT-PCR反応に使用する鋳型 RNA としては、ゲル切り出し精製産物 2 mgを RNase-Free 
DNase I (キアゲン) で処理した後、TRIzol LS試薬で精製した dsRNAを用いた。0.001 ngから 10 
ngまで 10倍ずつ希釈系列を用いて増幅の検討を行った。プライマー19 と 20を使用した PCRに
144 
 
より調製した反応産物を 2%アガロースゲル電気泳動で分析し、サイズマーカーとして 1 Kb Plus 
DNA ladder (サーモフィッシャーサイエンティフィック) を使用した。 
 
 













 培養液 200 μLを 21,600 ×g、2分間室温で遠心分離し、菌体を回収した後、任意の濃度のエタ
ノール 1 mL（10～90% エタノール / 10mM リン酸バッファー pH 6.8）と混合した。室温で 10分間
静置した後、21,600 ×g、2分間室温で遠心分離し、殺菌処理済み菌体を得た。調製量が多い場
合は、培養液 1.5 mLを 15 mL容量のファルコンチューブに入れ 2,400 ×g、5分間室温で遠心分
離し、得られたペレットに 1125 μLの滅菌 miliQ水と 375 μLの 200 mM リン酸バッファー pH 6.8





 培養液 200 μLを 21,600 ×g、2分間室温で遠心分離し、菌体を回収した後、1 mLの 10 mM リ
ン酸バッファー pH 6.8でよく懸濁した。21,600 ×g、2分間の遠心分離後により菌体を回収し、菌
体ペレットをヒートブロックで 30分間インキュベートすることで加熱処理をした。加熱温度は特に
記載のない限り 100°Cで行った。調製量が多い場合は、培養液 1.5 mLを 15 mL容量のファルコ
ンチューブに入れ 2,400 ×g、5分間室温で遠心分離した。得られたペレットを 7.5 mLの 10 mM リ









dsRNA生産菌の培養液を CM-dex培地で 107倍希釈し、希釈液を CM-dex寒天培地に播種し
た。30°Cで 48時間培養したのち、出現するコロニーの数をカウントした。 
2.8.2 殺菌処理後のコリネ型細菌の生菌数確認 




2.9 ニジュウヤホシテントウへの dsRNA投与試験 
 基礎生物学研究所の新美教授にニジュウヤホシテントウへの投与試験を依頼した。調製した菌
体 （コリネ菌は培養液 1.5 mL相当の量。乾燥菌体重量約 3 mg） は冷蔵状態で送付した。受領
当日に 50 mLの蒸留水を加え懸濁し、作成した菌液のうち 0.5 mLをシリコナイズしたスライドグラ
ス上にスポットし、予め 16時間絶食しておいた 3齢幼虫に摂食させた。菌液摂食後、イモ葉上に
幼虫を移し、24時間後に更に新しいイモ葉に移すことで摂食量を観察した （図 5-3） 。一つの実
験区に対し 4～5匹で試験を行い、対象区には蒸留水を使用した。diap1*-dsRNA投与効果の評
価には、イモ葉に移してから 24時間、48時間後のイモ葉の摂食量と、48時間後の幼虫の体重を
測定した。イモ場の摂食量についてはデジタルマイクロスコープ VHX-5000 (キーエンス) を使用





図 5-3 ニジュウヤホシテントウへの diap1*-dsRNA生産菌摂食試験概要 
 
2.10 H. vigintioctopunctata発現遺伝子の定量リアルタイム PCR 
ニジュウヤホシテントウ全身から、TRI Reagent (モレキュラーリサーチセンター) を使用し total 
RNA抽出を行った。total RNA 1 µgを鋳型として SuperScript III Reverse Transcriptase (サーモフィ
ッシャーサイエンティフィック) を使用して、1st strand cDNA を合成した。定量リアルタイム PCR は
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (東洋紡) を使用し、LightCycler 96 (ロシュ) にて実施した。
iap遺伝子の発現量比較として、ribosomal protein 49遺伝子 (rp49) (GenBank Acc. No. 
AB480201) をコントロールとし, プライマー21 と 22で rp49遺伝子を、プライマー23 と 24で iap




第 3節 結果と考察 
3.1 diap1*-dsRNA生産菌の構築 






F1プロモーター間に Hv-diap1遺伝子の部分配列を配置したプラスミドを作製した (図 5-4) 。 
 
 






た。pVC7のコピー数は染色体あたり約 11 コピーであるのに対して、pVC7H1は 110 コピー、




産を評価した。試験管培養後の菌体から抽出した total RNAを非変性 PAGEにより分析したとこ
ろ、空ベクターpVC7の形質転換株と比較し、diap1*-dsRNA転写プラスミド形質転換株では目的




















図 5-6 rnc遺伝子欠損による dsRNA蓄積効果の確認 
水色矢印は、diap1*-dsRNA と想定されるバンド位置を示す。赤枠は、RNase IIIによって分解さ





3.2.2 RNase処理による生成 RNAの構造解析 
2256LΔrnc/pVC7H2-Hviap株の培養サンプルから抽出した total RNA 内に目的とするサイズ
の diap1*-dsRNA断片が検出されたことから、RNase処理によってその DNA断片の構造解析を
行った。RNase Aは ssRNAをピリミジン残基特異的に分解するエンド型リボヌクレアーゼであり、
dsRNAよりも ssRNAに対する分解活性が高い。また、RNase IIIは dsRNA特異的に分解するエ
ンド型リボヌクレアーゼであり、ssRNAよりも dsRNAに対する分解活性が高い。空ベクター
pVC7H2の形質転換株では、RNase A処理によって、一部の rRNAを除く大部分の total RNAが
分解される一方で、dsRNA転写ユニットを搭載した pVC7H2-Hviap形質転換株では RNase A処
理によって、約 360塩基対長と思われる二本鎖 RNAバンドはある程度保持されていることが示
された (図 5-7A) 。RNase III処理では、total RNAのうち、rRNAや tRNAでもやや分解が起き
るものの、目的の RNAバンドは消失することから、その RNAバンドは dsRNA構造を有している
ことが示唆された (図 5-7B) 。 
 
図 5-7 RNase A処理または RNase III処理による生成 RNAの構造解析 





3.2.3 RT-PCRによる目的 dsRNA生成確認 
diap1*-dsRNA と考えられるバンドが、diap1遺伝子の部分配列由来であるかどうかを評価する
ため、RT-PCRを実施した。2256LΔrnc/pVC7H2-Hviap株から抽出した total RNA を非変性
PAGEにより分離した後、その目的の RNAバンドのみを切り出し精製した。再度非変性 PAGEを
行ったところ、目的の dsRNAが精製出来たことが分かった (図 5-8A) 。図 5-8Bに示すプライマ
ー設計で、逆転写活性を有する耐熱性ポリメラーゼを用いた RT-PCRを行ったところ、鋳型 RNA
量 0.001 ngにおいて、予想されるサイズ 260塩基長の位置に DNAバンドが検出された。したが






図 5-8 RT-PCRによる diap1*-dsRNA生成確認 
(A) ゲル切り出し後に精製した約 360塩基対長の dsRNAバンドの非変性 PAGE。水色矢印は、
diap1*-dsRNAのバンドに相当する位置を示す。 (B) RT-PCRによる増幅 DNA領域の説明図。
diap1*- cDNAの内部配列で RT-PCR用プライマー設計を行い、増幅長は 257 bpになる。 (C) 
RT-PCR後のアガロースゲル電気泳動結果。2% アガロースゲルを使用した。0 ng (lane 1)、0.001 







3.3 ジャーファーメンター培養による目的 dsRNAの生産評価 
コントロール株 C. glutamicum 2256LΔrnc/pVC7H2および diap1*-dsRNA生産株 2256LΔ
rnc/pVC7H2-Hviapのジャーファーメンター回分培養を実施した。培養後半では、見かけ上、コント
ロール株よりも diap1*-dsRNA生産株の方が菌体量は上回っていた (図 5-9A) 。コントロール株
とモデル RNA生産株である pVC7H2-U1A*-1保持株のジャーファーメンター回分培養を実施し










間でほぼ極大に達していることを確認した (図 5-9B) 。PAGE結果からおおよその dsRNA量を
算出するため、dsRNAサイズマーカー300 bpバンドを 25 ng として定量を行ったところ、培養液あ








図 5-9 diap1*-dsRNA生産菌のジャーファーメンターでの培養 
(A) 生育曲線 (B) 各培養時間での抽出 total RNAの非変性 PAGE結果 (C) 2256LΔ
rnc/pVC7H2-Hviap株の diap1*-dsRNA生産量概算値。画像解析から算出した。水色矢印は
















表 5-3 各種アルコール処理後の diap1*-dsRNA生産菌の生存率 
 各アルコール濃度 (% (v/v)) 処理後の生存活性 
Alcohol 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 




























ール処理菌体を室温で 24時間静置した後に total RNA を抽出し、非変性 PAGEで評価した （図

















図 5-10 アルコール処理による菌体中の diap1*-dsRNA安定性評価 
(A) エタノール処理菌体から抽出した total RNA分析 (B) メタノール処理菌体から抽出した total 
RNA分析。矢印は、diap1*-dsRNAのバンド位置を示す。P.C.: ポジティブコントロール (菌体内
RNA安定化剤である RNA Protect Bacteria Reagentを使用し菌体内 RNAを安定保持したサンプ
ル) 、N.C.: ネガティブコントロール (菌体を 10 mM リン酸バッファー（pH 6.8）溶液で洗浄したの




設定して 10分間の処理が必要であった。加熱処理菌体から抽出した total RNAを非変性 PAGE
によって分析した結果、目的とする diap1*-dsRNAを含めた全ての RNAが分解されており、低分




図 5-11 摂食試験用の各種処理菌体から抽出した total RNA分析 













リン酸バッファー （pH 6.8） を用いて洗浄を行ったサンプルを使用した。 
コントロール株ならびに diap1*-dsRNA生産株のエタノール処理菌体を、ニジュウヤホシテント














図 5-12 qPCRによる diap1遺伝子発現量評価 
diap1遺伝子の発現を、rp49遺伝子のものを対照にして、調べた結果を示す。各サンプルは、水
のみ (H) 、エタノール処理した pVC7H2保持菌体 （C） 、エタノール処理した pVC7H2-Hviapを
保持菌体 （i） を与えた幼虫の全身から調製し、各実験区は 7匹の幼虫を使用した。統計解析で
の有意性は、Student t-テストを用い、データは、平均値±標準偏差値 （n=7） で示されている。









写真を図 5-14、葉に移して 48時間後の幼虫の体重を図 5-15に示す。水のみ与えた試験区と比
較し、diap1*-dsRNA生産株菌体を与えた試験区において、イモ葉摂食量が減少していることか
ら、diap1*-dsRNA生産株菌体がニジュウヤホシテントウ幼虫に対する摂食障害を引き起こし、生
育阻害の効果が発揮されていると考えられる (図 5-13、図 5-14) 。そして、diap1*-dsRNA発現コ
リネ菌体を摂食した幼虫の体重は、水のみの試験区やコントロール株の試験区と比べて約 4分










図 5-13 各種処理 diap1*-dsRNA生産菌摂取後のイモ葉摂食量 
水のみ (H) 、空ベクターpVC7H2を保持する 2256LΔrnc/pVC7H2株のエタノール処理菌体
（C） 、2256LΔrnc/pVC7H2-pVC7H2-Hviap株のエタノール処理菌体 （i） を使用した。各々の







図 5-14 diap1*-dsRNA生産菌摂取後のニジュウヤホシテントウに摂食させたイモ葉 




図 5-15 各種処理 diap1*-dsRNA生産菌摂取後の幼虫体重 
水のみ (H) 、空ベクターpVC7H2を保持する 2256LΔrnc/pVC7H2株のエタノール処理菌体
（C） 、2256LΔrnc/pVC7H2-pVC7H2-Hviap株のエタノール処理菌体 （i） を使用した。各々の





第 4節 結言 
環境低負荷でかつ対象害虫に特異的な生育阻害効果をもつ新規農業資材としての dsRNAに
注目し、4章で開発した C. glutamicumを宿主とした RNA生産技術を用いて dsRNA生産系を構
築した。強力な転写活性を有する F1プロモーターを対向に並べることで、モデル害虫ニジュウヤ
ホシテントウ H. vigintioctopunctataのアポトーシス阻害因子の diap1遺伝子を対象とする
diap1*-dsRNAを生産した。本系を用いたジャーファーメンター培養での diap1*-dsRNA生産量 
（培養液あたり約 75 mg/L） は、T7 RNAポリメラーゼを用いた E. coliを宿主とした発現系 75を利





RNA量については、適切な濃度でのエタノール処理 （50%から 95%） もしくはメタノール処理 





























てきたプラスミド pVC7Nは約 10コピー、pPK4は約 50 コピーであったのに対して、pVC7H2では



















本研究では、C. glutamicum を宿主として、組換え RNA生産系を構築した。微生物による組換








たり 300 mg/Lに達した。この値は、既報の微生物による RNA生産系の収量を超えるものであ
り、本系は RNA大量生産系として有望な基盤技術であると考える。 
本研究で用いた RNA生産菌宿主は、野生株から RNA分解酵素である rnc遺伝子を欠損し
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Luria-Bertani (LB) 培地 (Difco) CM-Dex培地
Tryptone 10 g/L Glucose 5 g/L
Yeast Extract 5 g/L Polypeptone 10 g/L
Sodium Chloride 10 g/L Yeast Extract (Difco) 10 g/L
KOHでpH 7.0に調整した後 KH2PO4 1 g/L
オートクレーブ滅菌 (121°C、20 min) MgSO4・7H2O 0.4 g/L
FeSO4・7H2O 0.01 g/L
MM-Glc培地 MnSO4・5H2O 0.01 g/L
Glucose 10 g/L Urea 3 g/L
(NH4)2SO4 2.5 g/L 豆濃 (味の素(株)自製品) 1.2 g/L (窒素量として)
KH2PO4 0.5 g/L Biotin 10 μg/L
MgSO4･7H2O 0.25 g/L KOHでpH 7.5に調整した後
Urea 2 g/L オートクレーブ滅菌 (121°C、20 min)
FeSO4･7H2O 10 mg/L
MnSO4･4H2O 10 mg/L S10培地プレート
Biotin 50 μg/L Sucrose 100 g/L
VB1HCｌ 100 μg/L Hipolypeptone 10 g/L
プロトカテク酸 15 mg/L Yeast Extract 10 g/L
CuSO4 0.02 mg/L KH2PO4 1 g/L
CaCl2 10 mg/L MgSO4・7H2O 0.4 g/L
MOPS 40 g/L FeSO4・7H2O 0.01 g/L
KOHでpH 7.0に調整した後 MnSO4・5H2O 0.01 g/L
オートクレーブ滅菌 (115°C 、10 min) Urea 3 g/L
豆濃 (味の素(株)自製品) 1.2 g/L (窒素量として)
RNA-seq解析のためのジャーファーメンター培養用シード培地 Biotin 10 μg/L
Glucose 5 g/L Agar 15 g/L
Polypeptone 10 g/L KOHでpH 7.5に調整した後
Yeast Extract (Difco) 10 g/L
NaCl 5 g/L
DL-Methionine 0.2 g/L U1A*-RNA生産、diap1 *-dsRNA生産のための
KOHでpH 7.2に調整した後 ジャーファーメンター培養用メイン培地
オートクレーブ滅菌 (121°C 、20 min) [A区]
Glucose 120 g/L
RNA-seq解析のためのジャーファーメンター培養用メイン培地 MgSO4・7H2O 3 g/L
[A区] FeSO4・7H2O 30 mg/L
Glucose 120 g/L MnSO4・5H2O 30 mg/L
MgSO4・7H2O 3 g/L [B区]
FeSO4・7H2O 30 mg/L (NH4)2SO4 3 g/L
MnSO4・5H2O 30 mg/L KH2PO4 3.5 g/L
[B区] 豆濃 (味の素(株)自製品) 0.8 g/L (窒素量として)
(NH4)2SO4 3 g/L DL-Methionine 0.15 g/L
KH2PO4 1.5 g/L Thiamine HCl 0.45 mg/L
豆濃 (味の素(株)自製品) 0.8 g/L (窒素量として) Biotin 0.45 mg/L
DL-Methionine 0.15 g/L Disfoam GD-113K 0.1 mL/L
Thiamine HCl 0.45 mg/L 各区をオートクレーブ滅菌 (121°C 、20 min) した後、
Biotin 0.45 mg/L A区とB区を混合し調製
Disfoam GD-113K 0.1 mL/L
[C区]
CaCl2 2 g/L
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